




















































Esta	 tesis	 doctoral	 ha	 sido	 realizada	 con	 la	 ayuda	 de	 una	 beca	
predoctoral	 asociada	 al	 Proyecto	 de	 Excelencia	 de	 la	 Junta	 de	 Andalucía	
denominado	 “Nuevas	 nanopartículas	 metálicas	 conjugadas	 con	 agentes	
























Al final de cada camino sólo importa una cosa: las memorias. Éstas 
pueden ser llenas o vacías. Las memorias vacías no son nada, pero ocupan 
un hueco. Los huecos pesan, aunque su peso es negativo. 
Las memorias llenas son agradables o desagradables. Algunas veces 
su clasificación es complicada. En sí mismas no son ni buenas ni malas, 
pues suelen ser independientes de su causa y/o de su efecto. Las memorias 
son lo único que queda al final de un camino y deben ser importantes pues 
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Las	 nanopartículas	 plasmónicas	 han	 cobrado	 especial	 interés	
biomédico	en	los	últimos	años	gracias	a	las	propiedades	ópticas	asociadas	al	
característico	 plasmón	 de	 superficie,	 así	 como	 a	 su	 capacidad	 de	 unir	
moléculas	de	interés	terapéutico	en	superficie.	La	combinación	diagnóstica	
y	terapéutica	en	un	mismo	sistema,	es	decir,	teragnóstica,	ha	sido	abordada	
desde	 diferentes	 enfoques	 en	 esta	 tesis	 con	 el	 objeto	 de	 desarrollar	
herramientas	 frente	 a	 la	 problemática	 que	 representa	 en	 la	 actualidad	 el	
tratamiento	oncológico.		
La	 presente	 memoria	 se	 divide	 en	 varios	 capítulos.	 El	 capítulo	
introductorio	describe	la	relevancia	de	las	nanopartículas	plasmónicas	en	el	
contexto	 de	 la	 biomedicina,	 resaltando	 sus	 propiedades	 y	 utilidad	 como	
herramientas	versátiles	en	la	terapia	del	cáncer.	El	segundo	capítulo	detalla	
el	 método	 general	 de	 síntesis	 in	 situ	 desarrollado	 en	 esta	 tesis	 de	
nanopartículas	 plasmónicas	 altamente	 funcionalizadas	 en	 superficie.	 En	 el	
tercer	 y	 cuarto	 capítulo	 se	 implementan,	 siguiendo	 la	 metodología	
desarrollada	 en	 el	 capítulo	 segundo,	 nanopartículas	 de	 oro	 y	 plata	
funcionalizadas	 con	 un	 derivado	 aminotiolado	 de	 pirimidina.	 Ambas	
nanoestructuras	 se	 estudiarán	 como	 agente	 teragnóstico	 y	 vehículo	 de	
drogas	 dirigido	 a	 EGFR,	 determinando	 su	 toxicidad	 selectiva	 en	 modelos	
tanto	 in	 vitro	 como	 in	 vivo,	 así	 como	 su	 capacidad	 como	 agente	 de	
transfección	 génica.	 Por	 último,	 el	 quinto	 capítulo	 recoge	 el	 abordaje	 de	
























Nanotecnología, nanomedicina y 
terapéutica 
El	contexto	farmacéutico	actual	se	enfrenta	a	grandes	retos	debido	
al	 auge	 de	 las	 ciencias	 ómicas,1	 la	 inclusión	 de	 medicamentos	
biotecnológicos2	 y	 la	 búsqueda	 de	 biomarcadores	 para	 anticipar	 el	
diagnóstico	y/o	prevenir	la	progresión	de	la	enfermedad.3	Por	todo	ello,	se	
vuelve	 imprescindible	 el	 desarrollo	 de	 nuevas	 herramientas	 tecnológicas	
que	permitan	vectorizar	activos	a	entornos	donde	por	su	propia	naturaleza	
serían	incapaces	de	acceder,	evitar	los	efectos	adversos	de	su	actividad	en	
tejidos	 inespecíficos,	 así	 como	 rastrear	 los	 indicios	 de	 enfermedad	
asegurando	el	seguimiento	de	su	terapia.		





Desde	 una	 óptica	 más	 bien	 literaria,	 se	 podría	 asumir	 que	 el	
concepto	 de	 nanotecnología	 nace	 un	 29	 de	 Diciembre	 de	 1959	 en	 el	
Instituto	Californiano	de	Tecnología	(CalTech)	a	raíz	de	un	discurso	titulado	
“There´s	 Plenty	 of	 Room	 at	 the	 Bottom”.5	 En	 una	 reunión	 de	 la	 Sociedad	
Americana	 de	 Física,	 Richard	 Feynman,	 conocido	 como	 padre	 de	 la	
nanotecnología,	 disertaba	 sobre	 las	posibilidades	de	 la	nanoescala	mucho	
antes	 de	 que	 ésta	 fuera	 instrumentalmente	 posible	 a	 los	 niveles	 que	




A	 pesar	 de	 estos	 hitos	 relativamente	 recientes,	 ya	 en	 1857	 se	
describía	 la	 síntesis	 de	 los	 primeros	 soles	 de	 oro	 de	 manos	 de	 Michael	
Faraday.7	 No	 obstante,	 si	 queremos	 hablar	 del	 verdadero	 origen	 de	 la	
nanotecnología	 deberíamos	 remontarnos	 unos	 1700	 años,	 al	 siglo	 IV	
después	 de	 Cristo,	 con	 la	 copa	 de	 Licurgo.	 Este	 cáliz,	 que	 actualmente	 se	
expone	en	el	Museo	Británico,	relata	la	leyenda	del	rey	Licurgo	y	la	victoria	




presenta	 diferente	 coloración	 según	 la	 dirección	 o	 posición	 en	 que	 se	 la	
mire,	reflejando	la	luz	verde	y	transmitiendo	la	luz	roja.	Su	secreto:	sosa-cal-
sílica,	 0,5%	 de	 manganeso,	 trazas	 de	 otros	 elementos	 como	 antimonio,	
aproximadamente	 40	 ppm	 de	 oro	 y	 300	 ppm	 de	 plata.	 Bajo	microscopía	
electrónica	 de	 transmisión	 se	 descubrió	 la	 presencia	 de	 nanopartículas	
metálicas	 de	 oro	 y	 plata	 de	 entre	 50	 y	 100	 nm,	 responsables	 de	 su	





















El	 estudio	 minucioso	 y	 los	 avances	 en	 esta	 área,	 eminentemente	
interdisciplinar,	 han	 dado	 como	 resultado	 infinidad	 de	 aplicaciones	 en	

























nanotecnología	 en	 el	 campo	 de	 la	 salud.	 Se	 trata	 de	 una	 disciplina	
altamente	 multidisciplinar	 que	 aúna	 los	 conocimientos	 aplicados	 de	 las	
ciencias	 físicas,	químicas	y	biológicas.	Su	uso	está	extendido	en	diferentes	
áreas	 como	 diagnóstico	 médico,	 biosensores,	 direccionamiento	 activo	 de	







Áreas de aplicación de la Nanomedicina 
En	 un	 campo	 tan	 extenso	 como	 es	 el	 de	 la	 nanotecnología	 y	
ciñéndonos	al	interés	de	la	nanomedicina,	podríamos	desglosar	esta	última	
en	 función	 del	 área	 de	 aplicación	 principal	 a	 la	 que	 va	 dirigida,	 siendo	
entonces	 necesario	 definir	 los	 conceptos	 nanoterapia,	 nanodiagnóstico	 y	
nanomedicina	regenerativa.	Si	bien	esta	clasificación	no	debe	ser	entendida	
como	 un	 compartimento	 estanco,	 pues	 los	 sistemas	 nanoestructurados	
suelen	 caracterizarse	 por	 ser	 sistemas	 multiplataforma,	 ejerciendo	
funciones	simultáneas	como	puedan	ser	dirigir	un	agente	terapéutico	hasta	








un	 tamaño	 reducido,	 de	 entre	 pocos	 nanómetros	 hasta	 varios	 cientos	 de	
nanómetros.	 No	 obstante,	 existen	 autores	 que	 extienden	 este	 rango	 de	
trabajo	a	todo	sistema	por	debajo	del	micrómetro.	Este	pequeño	tamaño	es	
necesario	para	conseguir	el	 tráfico	entre	 los	 tejidos,	 facilitando	el	 tránsito	
de	 la	 nanoestructura	 hasta	 alcanzar	 su	 lugar	 de	 acción.18	 A	 su	 vez,	 estos	
sistemas	presentarán	características	particulares	en	función	de	las	técnicas	
de	 síntesis	 empleadas,	 así	 como	 de	 los	 materiales	 que	 los	 constituyen,	
como	 puedan	 ser	 lípidos,	 proteínas,	 polímeros,	 dendrímeros,	 nanotubos,	
metales	nobles	o	incluso	cápsidas	de	virus,	entre	otros.		
Las	 propiedades	 físico-químicas	 de	 los	 activos	 terapéuticos	 actúan	
en	multitud	de	ocasiones	en	detrimento	de	su	actividad,	como	es	el	caso,	
por	 ejemplo,	 de	 las	 moléculas	 hidrofóbicas	 que	 presentan	 claramente	
disminuida	 su	 capacidad	 de	 circulación	 por	 el	 sistema	 circulatorio,	 o	
moléculas	hidrófilas	que	ven	mermada	su	capacidad	para	extravasar	tejidos	
y	circular	entre	membranas	lipídicas	hasta	alcanzar	su	tejido	de	acción.19	Un	
nanosistema	 ideal	 es	 capaz	 de	 corregir	 esta	 disfunción	 del	 activo	






en	 el	 torrente	 sanguíneo,	 se	 favorece	 la	 acumulación	pasiva	 en	 el	 órgano	
diana.	Estos	factores	resultan	en	el	aumento	de	la	eficiencia	de	la	sustancia	
terapéutica.20		
Uno	 de	 los	 aspectos	 más	 notorios	 de	 los	 nanosistemas	 de	
transporte,	 es	 la	 capacidad	 de	 anclar	 en	 su	 superficie	 elementos	 de	
reconocimiento,	 los	 cuales,	 como	 en	 el	 caso	 de	 los	 anticuerpos	 u	 otras	
moléculas	 de	 reconocimiento,	 permiten	 el	 direccionamiento	 activo	 de	 los	
agentes	 terapéuticos.21	 Esta	 capacidad	 mejora	 significativamente	 la	
actividad	 específica	 del	 tratamiento,	 al	 aumentar	 considerablemente	 la	
presencia	del	activo	terapéutico	en	el	tejido	u	órgano	diana.	Incrementar	la	
presencia	en	el	tejido	de	interés	tiene	otro	efecto	claro,	y	es	que,	al	impedir	
la	 presencia	 de	moléculas	 activas	 en	 órganos	 inespecíficos	 se	 protege	 en	
gran	medida	al	organismo	de	 los	posibles	efectos	 tóxicos	que	su	actividad	
inespecífica	 pueda	 provocar,	 disminuyendo	 así	 la	 aparición	 de	 efectos	
secundarios.		
§ Nanodiagnóstico	
El	 objetivo	 del	 nanodiagnóstico	 es	 el	 diseño	 de	 sistemas	 de	
detección	 y/o	de	 agentes	de	 rastreo	que	permitan	 la	 detección	 rápida,	 el	
pronóstico	 y	 seguimiento	 de	 una	 patología,	 así	 como,	 la	 evaluación	 del	
tratamiento	 proporcionando	 mayor	 sensibilidad	 y	 menor	 invasividad	 que	
las	técnicas	diagnósticas	tradicionales.22		
El	 nanodiagnóstico	 puede	 desarrollarse	 tanto	 en	 in	 vivo	 como	 in	
vitro,	en	función	de	si	se	 lleva	a	cabo	en	el	 interior	del	organismo,	o	bien,	
con	muestras	 biológicas	 extraídas	 del	 paciente,	 respectivamente.	 En	 este	
segundo	caso,	se	persigue	agilizar	los	tiempos	de	obtención	de	resultados	y	
abaratar	 el	 coste	 técnico.23	 Para	 ello,	 se	 han	 desarrollado	 kits	
colorimétricos,	 fluorimétricos	 o	 espectrofotométricos	 que	 permiten	
detectar	 la	 presencia	 de	 biomarcadores	 en	 exudados	 o	 muestras	
serológicas,	principalmente.		
En	 el	 nanodiagnóstico	 in	 vivo	 el	 nanosistema	 recorre	 parte	 o	 la	
totalidad	 del	 organismo,	 interaccionando	 o	 acumulándose	 en	 el	 tejido	
diana.	 Suele	 ir	 asociado	 a	 técnicas	 de	 imagen	 como	 MRI	 (resonancia	
magnética	 de	 imagen,	 de	 sus	 siglas	 en	 inglés)	 o	 la	 tomografía	 óptica,24	





datos	 cuantificables	 a	 esta.	 Una	 vez	 alcanzada	 la	 diana,	 el	 nanosistema	
actúa	 como	 sonda,	 emitiendo	 una	 señal	 amplificada	 y	 cuantificable.	 La	
vectorización	 del	 agente	 de	 contraste	 con	 sistemas	 de	 reconocimiento	
específicos	 de	 la	 diana	 a	marcar	mejora	 la	 especificidad	 de	 la	 técnica	 de	
imagen	empleada.22		
§ Teragnóstica	
La	 conjunción	 en	 un	 mismo	 nanosistema	 multifuncional	 de	 un	
agente	 terapéutico	 y	 un	 sistema	 diagnóstico	 recibe	 el	 nombre	 de	 agente	
teragnóstico.	 La	 teragnosis	 es,	 sin	 duda,	 el	 campo	 más	 relevante	 en	 el	











de	 la	 nanomedicina,	 y	 está	 adquiriendo	 un	 gran	 interés	 asociado	 a	 la	
producción	de	tejidos.	La	nanomedicina	regenerativa	desarrolla	“andamios	






Nanotransportadores en Nanomedicina 
Atendiendo	 a	 la	 composición	 y	 naturaleza	 físico-química	 que	
presenten	los	nanotransportadores,	estos	exhiben	propiedades	particulares	
que	 los	 convierten	 en	 excelentes	 candidatos	 en	 diferentes	 escenarios.	 A	
grandes	rasgos,	se	pueden	clasificar	en	orgánicos	e	 inorgánicos.	Dentro	de	
los	orgánicos	se	encuentran	los	nanotransportadores	lipídicos	(liposomas	y	
exosomas),27	 poliméricos28	 (micelas,	 nanocápsulas,	 nanogeles	 y	
dendrímeros),	 víricos	 y	 nanoestructuras	 organométalicas.29	 Dentro	 de	 los	
nanotransportadores	 inorgánicos	 podemos	 incluir	 las	 nanopartículas	
magnéticas,	 Quantum	 Dots	 (QDs),	 nanopartículas	 plasmónicas	 (de	 oro	 y	
plata,	principalmente),	así	como	las	nanopartículas	de	sílica	y	los	nanotubos	
de	carbono.30	Sin	embargo,	esta	posible	clasificación	general,	basada	en	el	
elemento	 principal	 que	 compone	 el	 nanosistema,	 atiende	 a	 excepciones,	
pues	son	numerosas	las	combinaciones	en	un	mismo	elemento	de	sistemas	
híbridos	 que	 enriquecen,	 aún	más	 si	 cabe,	 las	 posibilidades	 a	 la	 hora	 de	
diseñar	nanotransportadores.		
Una	manera	más	 práctica	 de	 clasificar	 los	 nanotransportadores	 es	
por	generaciones,	en	función	de	los	retos	conseguidos	en	el	desarrollo	de	la	
técnica	 (Fig.	 5).31	 Los	 primeros	 sistemas	 nanotransportadores	 pretendían,	
principalmente,	 facilitar	 el	 transporte	 de	 sustancias	 que	 por	 sus	
propiedades	 físico-químicas,	 como	 escasa	 o	 nula	 solubilidad,	 tenían	
impedida	 su	 circulación	 en	 el	 organismo.	 Así,	 se	 han	 nanoencapsulado	
fármacos	 insolubles	 en	 agua,	 como	 es	 el	 caso	 de	 muchos	 antitumorales,	
para	facilitar	su	circulación	y	acúmulo	en	tejidos.	No	obstante,	esta	primera	













En	 la	 segunda	 generación,	 los	 problemas	 de	 estabilidad	 se	
resolvieron	con	el	uso	de	polímeros	de	recubrimiento	biocompatibles,	tales	
como	 el	 polietilenglicol	 (PEG).32	 Estos	 polímeros	 no	 solo	 mejoraban	 la	
estabilidad	del	nanotransportador	sino	que	permitían	un	mejor	control	en	
la	 cinética	 de	 liberación	 del	 principio	 activo	 transportado,	 así	 como	 la	
evasión	 del	 sistema	 inmune.	 Otro	 hito	 fundamental	 en	 esta	 segunda	
generación	 de	 nanotransportadores	 fue	 el	 direccionamiento	 activo	 de	 los	
nanosistemas	mediante	el	uso	de	anticuerpos	de	reconocimiento.		
La	 optimización	 del	 direccionamiento	 y	 la	 aparición	 de	 nuevas	
funcionalidades	en	 los	nanosistemas	dan	 lugar	a	 la	 tercera	generación.	En	
esta	última	generación,	los	nanotransportadores	son	capaces	de	responder	
a	 factores	ambientales	propios	del	 lugar	de	acción,	contando	a	su	vez	con	
elementos	 de	 rastreo	 que	 permiten	 el	 diagnóstico	 y	 seguimiento	 de	 una	
patología	determinada	a	través	de	técnicas	de	imagen.		
§ Características	del	nanotransportador	ideal	
Independientemente	 de	 la	 función	 a	 realizar,	 ya	 sea	 terapéutica,	
diagnóstica	 o	 regenerativa,	 los	 nanotransportadores	 deben	 presentar	 una	
serie	de	características	para	su	uso	en	la	práctica	clínica.	En	este	sentido,	es	







- Alta	 capacidad	 de	 carga	 de	 la	 sustancia	 activa	 con	 objeto	 de	 que	
esta	alcance	el	 tejido	diana	en	dosis	 terapéutica	y,	eventualmente,	
conseguir	una	liberación	sostenida	en	el	tiempo.	
- Prevenir	 el	 efecto	de	 liberación	 incontrolada	antes	de	 la	 llegada	al	
tejido	diana	para	evitar	el	daño	en	tejidos	sanos.	










propiedades y aplicaciones en 
nanomedicina 
Con	el	 término	de	nanopartículas	plasmónicas	se	hace	referencia	a	
las	 nanopartículas	 constituidas	 por	 metales	 nobles	 en	 su	 estado	






tipo	 de	 nanopartículas	 es	 consecuencia	 directa	 de	 su	 “plasmón	 de	
superficie”,	siendo	este	el	responsable	de	su	nombre.		
	
Propiedades ópticas de las nanopartículas plasmónicas 
La	interacción	del	campo	electromagnético	oscilante	de	la	luz	con	las	
nanopartículas	plasmónicas	da	lugar	a	la	oscilación	coherente	y	colectiva	de	
los	 electrones	 de	 conducción	 respecto	 al	 núcleo	 catiónico	 de	 las	









El	 proceso	 es	 resonante	 a	 una	 frecuencia	 particular	 en	 el	 espectro	
visible,	 que	 se	 conoce	 como	 Resonancia	 del	 Plasmón	 de	 Superficie	
Localizado	 (LSPR,	 de	 sus	 siglas	 en	 inglés	 Localized	 Surface	 Plasmon	
Resonance),	 y	 es	 responsable	 de	 la	 fuerte	 banda	 de	 extinción	 presentada	
por	las	nanopartículas	plasmónicas.	Por	ejemplo,	las	nanopartículas	de	oro	
(AuNPs)	 presentan	 su	 condición	 de	 resonancia	 del	 plasmón	 en	 las	
frecuencias	de	la	luz	visible,	aproximadamente	a	520	nm,	dando	lugar	a	su	
característico	color	rojo	tinto.34		
Además	 de	 los	 altos	 coeficientes	 de	 extinción	 molar	 y	 dispersión	
resonante,	 el	 LSPR	 también	 da	 lugar	 a	 la	 amplificación	 de	 los	 campos	
electromagnéticos	 cerca	 de	 la	 superficie	 de	 la	 nanopartícula.35	 Esta	
respuesta	 frente	 a	 la	 interacción	 con	 la	 luz	 capacita	 a	 las	 nanopartículas	
plasmónicas	para	la	terapia	antitumoral	por	hipertermia,	y	como	agentes	de	
contraste,	no	 sólo	en	el	diagnóstico	 sino	 también	en	el	 seguimiento	de	 la	
enfermedad.30,36,37		
	





de	 cambios	 en	 la	 composición	 de	 la	 nanopartícula,	 en	 el	 tamaño	 o	 en	 su	





entorno	 local,	 es	decir,	 a	 los	 cambios	en	 las	propiedades	dieléctricas,	que	
generan	 un	 desplazamiento	 del	 LSPR	 que	 se	 puede	 medir.	 Tanto	 el	
desplazamiento	 como	 la	 sensibilidad	 del	 LSPR	 convierten	 a	 las	
nanopartículas	metálicas	 en	materiales	 de	 elección	 tanto	 en	 la	mejora	de	
técnicas	 de	 detección	 óptica	 como	 en	 aplicaciones	 de	 imagen.39	 Así,	 la	
interacción	con	la	 luz	de	 las	nanopartículas	plasmónicas	y	su	capacidad	de	
amplificar	 señales	 electromagnéticas	 ha	 dado	 lugar	 al	 desarrollo	 de	
diferentes	 técnicas	 espectroscópicas	 y	 de	 imagen	 que	 desarrollaremos	
brevemente	a	continuación:		
§ Métodos	basados	en	la	medida	del	espectro	de	UV-Vis	
La	 frecuencia	 máxima	 de	 absorción	 plasmónica	 es	 fuertemente	
dependiente	 tanto	 de	 las	 moléculas	 adsorbidas	 en	 superficie	 como	 del	
acoplamiento	 electromagnético	 entre	 los	 plasmones	 de	 resonancia	 de	
distintas	 nanopartículas,	 cuando	estas	 están	muy	próximas	 entre	 sí.	Dado	
que	 el	 plasmón	 de	 superficie	 de	 las	 nanopartículas	 de	 oro	 y	 plata	 se	
encuentra	en	el	espectro	visible,	se	pueden	detectar	 fácilmente	pequeños	
cambios	 en	 el	 estado	 de	 agregación	 por	 espectroscopía	 UV-Vis.	 Estos	
cambios	 consisten	 en	 un	 desplazamiento	 del	 máximo	 de	 absorción	 a	
mayores	 longitudes	de	onda,	 lo	que,	por	ejemplo	en	el	caso	de	 las	AuNPs	
esféricas,	resulta	en	cambios	visibles	del	color	de	la	suspensión	que	vira	de	
rojo	a	azul.	Este	 fenómeno	en	respuesta	a	 la	presencia	de	ciertos	analitos	




detectar	 e	 identificar	 moléculas	 en	 función	 de	 los	 niveles	 de	 energía	
vibracional.	 Estos	 niveles	 son	 únicos	 para	 cada	 especie	 química	
constituyéndose	como	una	“huella	dactilar”.41,42	En	la	dispersión	Raman,	los	
fotones	 son	 dispersados	 de	 forma	 inelástica,	 ya	 sea	 perdiendo	 energía	
(desplazamiento	 Stokes)	 o	 ganando	 energía	 (desplazamiento	 anti-stokes),	
igual	a	la	vibración	molecular	de	la	especie	estudiada.	Uno	de	los	retos	a	los	
que	 se	 enfrenta	 la	 espectroscopía	 Raman	 es	 la	 detección	 de	 pequeñas	
cantidades	de	moléculas.	La	baja	eficiencia	de	la	dispersión	Raman	de	una	
molécula	 generalmente	 resulta	 en	 señales	 débiles	 en	 Raman	 para	 bajas	
concentraciones.	 Con	 la	 Espectroscopía	 Raman	 Aumentada	 en	 superficie	





nanopartícula	 metálica,	 produciendo	 un	 inusitado	 aumento	 en	 la	
sensibilidad	 que	 permite	 llegar	 a	 detectar	 incluso	 una	 única	molécula	 en	







entre	ambos	 fenómenos	es	que	SERS	ocurre	 cuando	hay	un	 cambio	en	 la	
polarizabilidad	 de	 la	 molécula	 cerca	 de	 la	 superficie	 del	 nanosistema,	
mientras	 que	 en	 SEIRAS	 es	 necesario	 un	 cambio	 en	 el	 momento	 dipolar	
perpendicular	 a	 la	 superficie	 del	 sustrato.46	 La	 gran	 sensibilidad	 de	 esta	
técnica	permite	analizar	tanto	de	forma	cualitativa	como	cuantitativa	trazas	
de	especies	químicas	en	el	rango	de	picogramos	a	miligramos.	Su	uso	está	
extendido	 en	detección	química	 y	 bioquímica	 así	 como	en	monitorización	
de	 aguas	 residuales	 o	 en	 inmunoensayo.47	 No	 obstante,	 una	 clara	
desventaja	de	SEIRAS	frente	a	SERS	es	que	 la	primera	no	se	puede	utilizar	




Los	 marcadores	 fluorescentes,	 pese	 a	 presentar	 una	 baja	 relación	
señal/ruido	 y	 un	 marcado	 fotobleaching,	 son	 ampliamente	 usados	 en	
ensayos	bioquímicos.	Una	estrategia	para	resolver	estos	inconvenientes	es	
el	uso	de	nanopartículas	metálicas	en	lo	que	se	conoce	como	Fluorescencia	




quenchea	 por	 procesos	 de	 transferencia	 de	 electrones.	 Sin	 embargo,	 si	 el	
fluoróforo	se	encuentra	a	una	distancia	de	entre	4-10	nm	de	 la	 superficie	






la	nanoestructura	y	 lleva	a	un	aumento	de	 la	 vida	media	del	 fluoróforo.49	
Dos	 de	 los	 campos	 donde	 más	 se	 ha	 desarrollado	 esta	 técnica	 son	 el	
inmunoensayo	y	la	detección	de	nucleótidos.	
§ Transferencia	de	energía	en	superficie	de	nanopartículas	
Muchas	 aplicaciones	 biológicas,	 en	 especial	 aquellas	 basadas	 en	
interacción	 de	 proteínas	 y/o	 actividad	 enzimática	 se	 basan	 en	 la	
Transferencia	 de	 Energía	 de	 Resonancia	 Föster	 (FRET,	 por	 sus	 siglas	 en	
inglés	 Fluorescence	 Resonance	 Energy	 Transfer).	 Este	 efecto	 se	 da	 en	
fluoróforos	separados	a	menos	de	10	nm.	Debido	a	esta	pequeña	distancia	
la	 energía	 puede	 pasar	 de	 un	 fluoróforo	 (donador)	 a	 otro	 fluoróforo	
(aceptor)	gracias	a	procesos	no	radiativos.50		
Esta	transferencia	de	energía	resulta	en	un	incremento	en	la	emisión	
de	 fluorescencia	 del	 aceptor	 y	 en	 un	 descenso	 de	 la	 fluorescencia	 de	 la	
especie	donadora.	La	pequeña	distancia	de	separación	(<10	nm)	requerida	
para	que	ocurra	 la	transferencia	de	energía	es	el	mayor	 inconveniente	del	
FRET.	 Con	 el	 objeto	 de	 superar	 esta	 limitación,	 se	 han	 logrado	 emplear	
nanoestructuras	 que	 actúan	 como	 aceptores.	 La	 energía	 de	 transferencia	




En	 la	 Terapia	 Fototermal	 Plasmónica	 (PPTT,	 de	 sus	 siglas	 en	 inglés	
Plasmonic	 Photo-Thermal	 Therapy)	 las	 nanopartículas	 plasmónicas	
absorben	 luz	 cuando	 esta	 incide	 a	 la	 frecuencia	 de	 resonancia	 de	 su	
plasmón	 superficial.	 La	 energía	 absorbida	 decae	 mediante	 procesos	
radiativos	 como	 la	 dispersión,	 si	 bien	 estos	 niveles	 de	 energía	 también	
pueden	 decaer	 por	 procesos	 no	 radiativos	 emitiendo	 calor	 y	 disipándose	
esta	 en	 el	 medio	 circundante.	 Modulando	 el	 tamaño	 y	 la	 forma	 de	 la	
nanopartícula	plasmónica	durante	el	proceso	de	síntesis	se	puede	conseguir	
que	su	LSPR	se	encuentre	en	las	longitudes	de	onda	del	infrarrojo	cercano,	
permitiéndoles	 absorber	 y	 convertir	 esta	 energía	 en	 calor,	 alcanzando	
temperaturas	 de	 hipertermia.	 Este	 fenómeno	 se	 conoce	 como	 “efecto	
fototérmico”.51	
El	 calor	 generado	 por	 el	 efecto	 fototérmico	 se	 puede	 emplear	




activos	 transportados	 o	 incluso	 aplicaciones	 de	 detección	 del	 tumor	
mediante	 técnicas	 de	 imagen	 fototérmica.	 En	 el	 caso	 de	 la	 terapia	 por	
hipertermia,	 la	 región	 en	 la	 que	 se	 acumulan	 las	 nanopartículas,	 en	 este	
caso	 el	 tumor,	 se	 calienta	 varios	 grados	 por	 encima	 de	 la	 temperatura	
fisiológica	(40-45°C).52	El	calor	generado	provoca	cambios	en	la	fisiología	de	
la	célula,	que	incluyen	el	mal	plegamiento	de	las	proteínas	y	su	agregación,	
alteraciones	 en	 las	 señales	 de	 transducción,	 cambios	 en	 el	 potencial	 de	
membrana	 y	 una	 disminución	 de	 la	 perfusión	 y	 oxigenación	 del	 tumor,	
llevando	finalmente	a	la	célula	tumoral	a	su	destrucción	por	apoptosis.53	
	
Síntesis química de nanopartículas plasmónicas 
Las	nanoestructuras	de	oro	y	plata	para	aplicaciones	biomédicas,	se	
desarrollan,	frecuentemente,	siguiendo	el	método	de	síntesis	coloidal	dado	
que,	 en	 general,	 no	 requieren	 elevados	 requerimientos	 técnicos,	 son	




un	 agente	 estabilizador	 que	 permita	 controlar	 el	 tamaño,	 la	 forma	 y,	 en	
consecuencia,	las	propiedades	ópticas	de	la	nanoestructura	resultante.48	
Las	propiedades	ópticas	del	 coloide	de	nanopartículas	 plasmónicas	
son	una	consecuencia	directa	del	 tamaño,	 la	 forma	y	 la	homogeneidad	de	
ambos	 factores	 en	 el	 seno	 del	 coloide.	 Es	 por	 ello	 fundamental	 controlar	
todos	los	parámetros	que	afecten	a	la	síntesis	de	las	nanopartículas	durante	
el	 proceso	 de	 nucleación	 y	 crecimiento,	 así	 como	 las	 estrategias	 que	












nucleación	 y	 crecimiento	 de	 las	 nanopartículas.	 Estos	 agentes	 pueden	 ser	
rápidos	 o	 lentos.	 Los	 rápidos,	 como	 el	 borohidruro	 sódico	 o	 el	 citrato,	
favorecen	la	formación	de	los	núcleos	sobre	el	crecimiento	de	estos,	por	lo	
que	 suelen	 dar	 lugar	 a	 nanopartículas	 pequeñas.	 Por	 el	 contrario,	 los	
reductores	 lentos	 favorecen	 el	 proceso	 de	 crecimiento	 sobre	 el	 de	
nucleación,	obteniéndose	nanopartículas	de	mayor	tamaño.54	
Los	 agentes	 de	 recubrimiento	 son	 generalmente	 polímeros,	 como	
PEG	 o	 polivinil	 pirrolidona	 (PVP),	 por	 ejemplo,	 que	 participan	 en	 la	
estabilización	 posterior	 del	 coloide	 resultante.	 Los	 polímeros	 de	
recubrimiento	 pueden	 ser,	 además,	 relevantes	 para	 la	 función	 biológica,	
dado	 que	 se	 pueden	 seleccionar	 de	 forma	 que	 mejoren	 las	 propiedades	
farmacocinéticas,	dificulten	el	reconocimiento	por	el	organismo	y	protejan	
al	nanosistema	frente	a	la	degradación.	A	su	vez,	estos	pueden	participar	en	
la	 propia	 formación	 de	 la	 nanopartícula,	 actuando	 como	 agentes	 de	
reducción	 y/o	 dirigiendo	 el	 crecimiento	 de	 la	 estructura	 cristalina	 en	
función	de	la	reactividad	de	sus	caras.55	
La	temperatura	durante	el	proceso	de	síntesis	afecta	a	la	cinética	de	





llevar	 a	 cabo	 la	 síntesis	 en	 condiciones	 de	 atmósfera	 inerte	 son	 factores	
igualmente	relevantes	a	la	hora	de	producir	el	coloide	de	interés.57		
	
Funcionalización de nanopartículas plasmónicas 
La	 funcionalización	 tiene	 como	 propósito	 proporcionar	 nuevas	
competencias	 al	 nanosistema,	 ya	 sea	 para	 aumentar	 la	 estabilidad	 del	
coloide,	modificar	su	respuesta	físico-química,	influir	en	su	farmacocinética,	
transportar	 sustancias	 activas,	 incluir	 marcadores	 de	 rastreo	 o	 introducir	
agentes	 estímulo-respuesta	 ante	 determinadas	 condiciones	 del	medio.	 La	





biomedicina	 son	 la	 quimisorción,	 la	 formación	 de	 enlaces	 tipo	 amida,	













tienden	 a	 unirse	 a	 la	 superficie	 del	 metal	 mediante	 interacciones	
electrostáticas,	 hidrofóbicas,	 estéricas	 y/o	 de	 puentes	 de	 hidrógeno,	 que	
favorecen	 la	 fisisorción	 de	 las	 especies	 en	 superficie.	 En	 el	 caso	 de	 las	
moléculas	hidrofóbicas,	como	puedan	ser	multitud	de	activos	terapéuticos,	
éstas	 tienden	 a	 “esconderse”	 en	 el	 seno	 de	 la	 nanopartícula	 evitando	 la	







En	 numerosas	 ocasiones	 se	 recurre	 a	 la	 unión	 covalente	 entre	 la	
nanopartícula	 y	 el	 agente	 orgánico	 mediante	 la	 formación	 de	 nuevos	








Estabilidad coloidal de las nanopartículas plasmónicas 
Es	importante	resaltar	que	la	actividad	del	nanosistema	depende	en	
gran	medida	de	su	estabilidad	en	el	medio	dispersante.	La	tendencia	natural	
de	 las	 nanopartículas	 metálicas	 no	 funcionalizadas	 es	 la	 agregación,	 que	
puede	culminar	en	un	proceso	de	floculación	reversible	o	de	precipitación	
irreversible.60	 Existen	 dos	 estrategias	 que	 permiten	 estabilizar	 las	







Figura	 9.	 Representación	 esquemática	 de	 los	 modos	 de	 estabilización	 de	








concentración	 salina	 del	 mismo.	 Ambas	 estrategias	 de	 estabilización,	 es	
decir,	 la	 estérica	 y	 la	 electrostática,	 no	 son	 excluyentes,	 siendo	
dependientes	 del	 balance	 entre	 las	 fuerzas	 electrostáticas	 atractivas	 y	
repulsivas	que	se	producen	entre	las	partículas	así	como	de	la	presencia	de	
agentes	 adsorbidos	 que	 actúen	 a	 modo	 de	 impedimento	 estérico	 entre	
estas.61		
El	 potencial	 zeta	 (ζ) y	 el	 volumen	 hidrodinámico	 son	 dos	 valores	
experimentales	 que	 nos	 permiten	 estimar	 la	 estabilidad	 coloidal.	 El	 ζ,	
basado	 en	 la	movilidad	 electroforética	 del	 coloide,	 cuantifica	 la	 carga	 del	
nanosistema	 en	 su	 plano	 de	 cizalladura	 (plano	 de	 deslizamiento	 entre	 la	
cobertura	de	agua	adherida	a	la	superficie	cargada	y	el	seno	del	coloide).	El	









Figura	 10.	 Relación	 entre	 la	 capa	 de	 solvatación	 y	 el	 ζ. Diagrama	 representando	 la	
solvatación	 iónica	 respecto	 a	 la	 diferencia	 de	 potencial	 en	 función	 de	 la	 distancia	
entre	la	carga	superficial	y	la	nanopartícula	suspendida	en	medio	acuoso.	
	
Variaciones	 en	 la	 estabilidad	 coloidal	 del	 nanosistema	 terapéutico	
desencadenan	 cambios	 farmacocinéticos	 del	 sistema	 que	 afectan	 a	 la	
distribución,	la	acumulación	y	la	liberación	de	las	sustancias	activas.62		
Tamaño y grado de hidrofilia de nanopartículas plasmónicas 
El	 tamaño	 y	 la	 hidrofilia	 juegan	 un	 papel	 fundamental	 en	 la	
respuesta	 biológica	 de	 las	 nanopartículas,	 en	 general,	 y	 de	 las	
nanopartículas	 metálicas,	 en	 particular.	 Pequeñas	 variaciones	 en	 estos	
parámetros	 pueden	 desencadenar	 un	 comportamiento	 radicalmente	
distinto.		
El	tamaño,	como	veremos	de	manera	más	extensa	en	las	siguientes	
secciones,	 está	 ligado	 a	 factores	 determinantes	 en	 la	 eficacia	 de	 las	
nanopartículas,	como	son:		


















Toxicidad de las nanopartículas plasmónicas 
En	 la	 actualidad	 las	 nanopartículas	 de	 plata	 (AgNPs)	 son	 las	 que	
cuentan	 con	 el	 mayor	 grado	 de	 comercialización	 dentro	 de	 las	
nanopartículas	 metálicas	 debido	 a	 su	 buena	 conductividad,	 estabilidad	
química,	actividad	catalítica	y	actividad	antibacteriana.	Así	 las	AgNPs	están	
presentes	 en	 ropa,	 pinturas,	 cosméticos,	 bactericidas,	 biofungicidas,	 y	
numerosos	 productos	 destinados	 a	 aplicaciones	 biomédicas	 y	 en	 las	
industrias	médico-farmacéutica	y	alimentaria.		
Las	 propiedades	 ópticas	 asociadas	 al	 plasmón	 de	 superficie	 de	 las	
nanopartículas	 de	 oro	 y	 plata	 han	 propiciado	 su	 auge	 como	 agentes	
teragnósticos	 para	 aplicaciones	 biomédicas.	 Paralelamente	 a	 este	 avance,	
también	se	han	intensificado	los	estudios	para	discernir	sus	posibles	efectos	
tóxicos.	Así,	se	ha	demostrado	que	no	sólo	la	composición	sino	el	tamaño,	
forma,	 área	 superficial,	 carga	 superficial	 y	 el	 estado	 de	 agregación	 de	 las	
nanoestructuras	 juegan	un	papel	relevante	en	los	posibles	efectos	tóxicos.	




toxicidad	 de	 las	 AgNPs,	 se	 piensa	 que	 éstas	 juegan	 un	 papel	 similar	 a	 un	





mediante	 endocitosis.	 La	 fusión	 del	 endosoma	 con	 el	 lisosoma	 genera	 un	
ambiente	 ácido	 que	 promueve	 la	 liberación	 de	 iones	 de	 plata	 de	 la	






La	 célula	 tiene	 mecanismos	 de	 defensa,	 como	 el	 sistema	 redox	
glutatión,	 capaces	 de	 “tamponar”	 cierta	 cantidad	 de	 ROS,	
desencadenándose	efectos	tóxicos	una	vez	superados	estos.	Si	bien	el	nexo	
entre	 los	 niveles	 de	 ROS	 y	 la	 inducción	 de	 efectos	 tóxicos	 aún	 no	 se	 ha	
esclarecido,	 se	 sabe	 que	 es	 dependiente	 del	 tipo	 celular.65	 En	 general,	
pequeños	 y	 transitorios	 aumentos	 de	 ROS	 pueden	 ser	 tolerados	 por	 la	
mayoría	de	tejidos,	produciéndose	el	daño	si	 los	niveles	permanecen	altos	
de	 manera	 continuada.	 No	 obstante,	 es	 un	 rasgo	 generalizado	 que	 las	
células	 tumorales	 presenten	 menor	 tolerancia	 al	 aumento	 del	 estrés	
oxidativo	 que	 las	 células	 sanas	 debido,	 principalmente,	 a	 los	 altos	 niveles	









Figura	 11.	 Mecanismos	 de	 citotoxicidad	 promovidos	 por	 nanopartículas	 metálicas.	
(Adaptado	de	Horie	et	al.,	2012).	
	
Además	 de	 la	 generación	 de	 ROS,	 tanto	 las	 AgNPs	 como	 los	 iones	
Ag+	 liberados	 por	 estas	 pueden	 interaccionar	 con	 organelas	 como	 la	
mitocondria,	proteínas	como	la	NADPH	oxidasa,	diversos	receptores,	activar	
rutas	de	 señalización,	 o	 incluso	entrar	 en	el	 núcleo	e	 interaccionar	 con	el	
DNA.66	
En	 contraposición	 a	 lo	 observado	 en	 la	 plata,	 el	 oro	 se	 reconoce	
como	un	material	biocompatible	que	se	considera	inerte	,	por	lo	que	uso	en	
terapia	 se	 acepta	 en	 términos	 generales.67	 No	 obstante,	 determinados	
elementos	de	 las	nanopartículas	de	oro	 (AuNPs)	pueden	 inducir	 toxicidad,	
siendo	especialmente	 relevantes	el	 tamaño	y	 la	 reactividad	 superficial.	 Se	
ha	 comprobado	 que	 las	 AuNPs	 de	 diámetro	 igual	 o	 inferior	 a	 los	 3	 nm	
generan	citotoxicidad.	De	hecho,	las	AuNPs	de	un	diámetro	en	torno	a	1,4	
nm	 pueden	 interaccionar	 con	 el	 surco	 mayor	 de	 las	 hebras	 de	 DNA,	
especialmente	 si	 estas	 presentan	 carga	 positiva	 en	 superficie,	 pudiendo	
interaccionar	 con	 los	 fosfatos	 del	 material	 genético.	 68	 Por	 otro	 lado,	
algunos	investigadores	especulan	que	nanopartículas	mayores	de	5,5	nm	no	





funcional	de	 la	 superficie	de	 las	AuNPs	 se	 considera	otro	 factor	 crítico	en	
sus	posibles	efectos	 tóxicos.	 La	elevada	 superficie	específica,	 así	 como	 los	
diferentes	 agentes	 estabilizantes	 presentes	 en	 superficie,	 pueden	
incrementar	 la	 reactividad	 superficial	 interaccionando	 con	 biomoléculas,	
generando	 ROS,	 así	 como	 acumularse	 en	 compartimentos	 celulares,	
superándose	concentraciones	tóxicas	a	nivel	subcelular.70		
Estos	 eventos	 nos	 llevan	 a	 afirmar	 que,	 si	 bien	 a	 priori	 las	 AuNPs	
pueden	usarse	en	aplicaciones	biomédicas,	su	biocompatibilidad	dependerá	









Nanopartículas plasmónicas en la 
terapéutica del cáncer 
Cáncer 
En	 la	 actualidad	 el	 cáncer	 figura	 como	 uno	 de	 los	 mayores	
problemas	 de	 salud	 pública,	 constituyéndose	 como	 la	 segunda	 causa	 de	
mortalidad	a	nivel	mundial.	En	España,	desde	el	año	2000	el	cáncer	se	sitúa	
como	la	primera	causa	de	muerte	en	hombres	y	la	segunda	en	mujeres.71	La	
Organización	 Mundial	 de	 la	 Salud	 (OMS)	 recoge	 para	 éste	 la	 siguiente	
definición:	
“Término	genérico	que	designa	a	un	conjunto	de	enfermedades	que	
pueden	 afectar	 a	 cualquier	 parte	 del	 organismo.	 Una	 característica	
definitoria	del	cáncer	es	la	multiplicación	rápida	de	células	anormales	que	se	
extienden	 más	 allá	 de	 sus	 límites	 habituales	 y	 pueden	 invadir	 partes	
adyacentes	 del	 cuerpo	 o	 propagarse	 a	 otros	 órganos,	 un	 proceso	 que	 se	
denomina	«metástasis».”	
Desde	 una	 perspectiva	 más	 molecular,	 los	 investigadores	 D.	
Hanahan	 y	 R.	 Weinberg	 han	 definido	 una	 serie	 de	 alteraciones	 a	 nivel	















En	 2012	 se	 registraron	 más	 de	 14	 millones	 de	 casos	 en	 todo	 el	
mundo	y	se	prevé	un	aumento	de	la	incidencia	de	un	70	%	en	los	próximos	
20	años.		
La	 sociedad	 Americana	 del	 Cáncer	 recoge	 que	 en	 el	 año	 2016	 se	
diagnosticaron	 más	 de	 4600	 nuevos	 casos	 al	 día	 en	 Estados	 Unidos,	
estimándose	en	unos	1600	los	decesos	al	día	para	el	mismo	periodo.74	Los	
datos	 recogidos	 por	 la	 Red	 Española	 de	 Registros	 de	 Cáncer	 (REDECAN)	
indican	que	en	2015	se	diagnosticaron	casi	un	cuarto	de	millón	de	nuevos	
casos	de	los	cuales	un	60%	eran	hombres	y	un	40%	mujeres.	Los	5	canceres	





lado,	 éstas	 nanopartículas	 pueden	 actuar	 como	 agentes	 que	 permiten	
vehiculizar	 drogas	 de	 manera	 dirigida,	 aumentando	 la	 especificidad	 del	
tratamiento,	 y,	 por	 ende,	 disminuir	 los	 posibles	 efectos	 tóxicos	 de	 los	
agentes	citostáticos	convencionales.	Por	otro	lado,	las	propiedades	ópticas	
asociadas	 al	 plasmón	 de	 superficie	 posibilitan	 el	 rastreo	 de	 los	
nanosistemas	 facilitando	 el	 diagnóstico,	 pronóstico	 y	 seguimiento	 del	
proceso	tumoral.	
	
Transporte pasivo de nanopartículas 
El	direccionamiento	pasivo	es	la	estrategia	seguida	por	la	mayoría	de	
los	 nanotransportadores	 en	 la	 práctica	 clínica,	 constituyendo	 la	 primera	
generación	 de	 nanomedicamentos.	 El	 objetivo	 principal	 consistía	 en	
controlar	 la	 farmacocinética	 y	 biodistribución	 del	 principio	 activo	
modulando	sus	propiedades	físico-químicas.	Las	particulares	características	
fisiopatológicas	del	 tejido	 tumoral	definidas	como	"efecto	del	aumento	de	





Permeability	 and	 Retention)	 facilitan	 la	 acumulación	 de	 agentes	 que	
presenten	ciertas	singularidades	a	nivel	físico-químico.	
Efecto del aumento de permeabilidad y retención 
La	 permeabilidad	 aumentada	 observada	 en	 el	 tejido	 vascular	 bajo	
ciertas	 patologías,	 como	 el	 cáncer	 o	 la	 inflamación,	 es	 resultado	 de	 la	
desregulación	de	la	angiogénesis	y/o	el	aumento	y	la	expresión	de	factores	
de	 permeabilidad	 vascular.	 El	 desequilibrio	 en	 expresión	 y	 activación	 de	
moléculas	 proangiogénicas	 y	 antiangiogénicas	 resulta	 en	 una	 capa	
endotelial	discontinua,	donde	la	fenestración	entre	las	células	endoteliales	
puede	estar	en	el	rango	de	300	-	4700	nm.75	A	su	vez,	la	compresión	de	los	
vasos	 linfáticos	 por	 el	 crecimiento	 de	 células	 tumorales	 provoca	 una	
linfoangiogénesis	 disfuncional.	 Como	 resultado	 del	 insuficiente	 drenaje	
linfático,	 las	 construcciones	 presentes	 en	 el	 fluido	 intersticial	 del	 tumor	
permanecen	 retenidas	 mucho	 más	 tiempo	 del	 que	 estarían	 en	 el	 tejido	
normal	con	vasos	linfáticos	funcionales.76–79	
La	 explotación	 del	 efecto	 EPR	 por	 parte	 de	 nanosistemas	 ha	
mostrado	un	consistente	aumento	de	 la	 fracción	de	agente	 farmacológico	






El	 uso	 del	 EPR	 para	 el	 transporte	 de	 sustancias	 activas	 al	 tejido	




y	 proteínas	 debida	 a	 la	 fenestración,	 aumento	 de	 la	 presión	 coloidal	
consecuencia	del	aumento	en	contenido	proteico,	compresión	de	los	vasos	
linfáticos	 por	 el	 crecimiento	 del	 tumor	 que	 impide	 el	 drenaje	 del	 tejido	
linfático	 se	produce	 como	 resultado	un	aumento	de	 la	presión	 intersticial	








Constituye	una	barrera	 significativa	 en	 la	 eficacia	 del	 nanosistema.	
Los	tumores	suelen	presentar	una	densa	matriz	extracelular,	en	torno	a	los	
vasos	sanguíneos	que	irrigan	el	tejido	tumoral,	con	objeto	de	proporcionar	
los	 nutrientes	 y	 el	 oxígeno	 necesario	 para	 la	 elevada	 tasa	 de	 crecimiento	
celular.	 Las	 nanopartículas	 tienen	 que	 atravesar	 varios	 estratos	 celulares	
por	 lo	que	su	actividad	suele	estar	restringida	a	 las	células	que	rodean	 los	
vasos	sanguíneos.	
§ Tejido	tumoral	no	vascularizado	
Existen	 variaciones	 significativas	 en	 el	 grado	 de	 vascularización	 en	
función	del	 tipo	de	 tumor	 y	 de	 su	 estadio.	 En	 tejidos	 tumorales	 donde	 la	
densidad	de	microvasos	es	baja,	la	capacidad	de	vehiculización	efectiva	del	
nanosistema	se	ve	reducida	de	forma	significativa	debido	a	que	la	distancia	
que	 la	 nanoestrucura	 tiene	 que	 difundir	 aumenta	 considerablemente.	
Además,	 la	 ausencia	 de	una	 adecuada	 estructura	de	 capilares	 previene	 el	
adecuado	suministro	de	nutrientes	al	tejido	tumoral,	resultando	en	hipoxia,	
acidosis	 y	 estrés	 oxidativo.	 Todos	 estos	 efectos	 dan	 lugar	 a	 una	 región	
necrótica.		
§ Acumulación	en	hígado	y	bazo	
Hígado	 y	 bazo	 tienen	una	 gran	 fenestración	 endotelial	 (~100	nm	y	
~5000	 nm,	 respectivamente)83,84	 facilitándose	 la	 extravasación	 de	 las	
nanopartículas	a	estos	tejidos.	Sin	embargo,	 la	extensión	con	 la	cual	estos	
nanosistemas	se	acumularán	en	hígado	y	bazo	está	determinada	por	varios	
parámetros.	 Así,	 el	 tamaño,	 el	 recubrimiento	 o	 la	 carga	 del	 nanosistema	
pueden	alterar	la	acumulación	de	este	en	varios	órganos80,85	previniendo	el	
desarrollo	de	efectos	 indeseados.	No	obstante,	 se	ha	demostrado	que	 las	
nanomedicinas	 pueden	 acumularse	 y	 ser	 retenidas	 en	 tejido	 tumoral	
hepático	en	mayor	proporción	que	en	tejido	hepático	sano,	un	efecto	que	








Biodistribución y aclaramiento plasmático de las nanopartículas 
Al	igual	que	ocurre	con	el	tamaño	y	la	superficie	de	la	nanopartícula,	
el	 balance	 hidrofilicidad/hidrofobicidad	 aparente	 del	 nanosistema	 va	 a	
influenciar	en	el	transporte	de	éste	a	lo	largo	del	organismo.	El	aumento	de	
la	hidrofobicidad	tiende	al	acúmulo	del	nanosistema	en	el	compartimento	
periférico,	 es	 decir,	 en	músculo,	 tejido	 adiposo	 y	 hueso.	 Este	 hecho	debe	
ser	 un	 factor	 más	 a	 tener	 en	 cuenta	 a	 la	 hora	 de	 evaluar	 las	 curvas	 de	
niveles	plasmáticos	y	su	volumen	aparente	de	distribución.	Por	el	contrario,	
una	mayor	hidrofilia	va	a	favorecer	que	el	nanosistema	permanezca	estable	
en	 circulación	 el	 tiempo	 suficiente	 para	 que	 se	 produzca	 una	 mayor	
acumulación	en	el	tejido	tumoral.		
A	su	vez,	el	sistema	 inmune	compromete	macrófagos	presentes	en	
hígado,	 bazo	 y	 tejido	 conectivo	 para	 eliminar	 elementos	 que	 considere	
extraños.	Es	por	ello	necesario	escapar	del	sistema	reticuloendotelial	(RES,	
de	 sus	 siglas	 en	 inglés	 reticuloendothelial	 system)	 y	 evitar	 su	 rápida	
eliminación	vía	sistema	renal.	Se	hace	por	tanto	necesario	tener	en	cuenta	
estos	 eventos	 a	 la	 hora	 de	 funcionalizar	 el	 nanosistema	 con	 agentes	 o	
elementos	que	permitan	eludir	el	reconocimiento	del	mismo.	Esta	evasión	
tiene	 por	 objeto	 aumentar	 el	 tiempo	 de	 vida	 media	 en	 circulación,	
facilitando	 la	 acumulación	 del	 nanosistema	 en	 el	 tumor.	 Las	 estrategias	
tradicionales	 se	 basan	 en	 agentes	 de	 recubrimiento	 hidrofílicos	 como	 el	
PEG,	 polietilenalcohol,	 polaxámeros,	 poliaminoácidos	 o	 azúcares.	 Entre	




Direccionamiento activo de fármacos 
Hace	ya	más	de	100	años	el	médico	alemán	Paul	Erlich	introdujo	el	
término	“bala	mágica”,	haciendo	referencia	a	la	capacidad	que	presentarían	
los	 nanotransportadores	 para	 dirigirse	 a	 una	 localización	 específica.	 En	 la	
actualidad,	 este	 concepto	 se	 conoce	 como	 direccionamiento	 activo	 de	








ácido	 fólico	 o	 carbohidratos,	 o	 bien,	 macromoléculas	 como	 péptidos,	
oligonucleótidos,	aptámeros	y	anticuerpos.		
El	 ligando	 debe	 ser	 elegido	 de	manera	 que	 permita	 la	 interacción	
con	la	célula	diana	a	la	vez	que	se	minimice	la	unión	a	células	sanas.	Para	un	
direccionamiento	 eficiente	 los	 nanotransportadores	 deben	 ser	 lo	
suficientemente	 estables	 para	 impedir	 la	 liberación	 prematura	 del	 agente	






activo	 de	 nanosistemas	 por	 anticuerpos	 es	 el	 receptor	 del	 factor	 de	




Receptor del factor de crecimiento epidérmico 
El	 EGFR	 	 es	 un	 receptor	 de	 superficie	 celular	 perteneciente	 a	 la	
familia	de	tirosina	kinasas	ErbB.	Entre	sus	 funciones	destaca	 la	regulación,	
proliferación,	 supervivencia	y	diferenciación	celular.	Tanto	 las	alteraciones	
en	 su	 función	 como	 la	 sobreexpresión	 de	 EGFR	 están	 relacionadas	 con	 el	
crecimiento	y	la	supervivencia	de	células	malignas.88	
Una	 de	 las	 estrategias	 más	 extendida	 en	 la	 práctica	 clínica	
oncológica	 es	 el	 uso	de	 anticuerpos	monoclonales	 que	 interactúan	 con	 el	
dominio	de	 interacción	a	 ligando	y,	por	ende,	 inhiben	 la	actividad	 tirosina	
kinasa	 del	 EGFR.	 Entre	 los	 más	 conocidos	 se	 encuentra	 cetuximab	
(Erbitux®),	aprobado	en	2004	por	la	USFDA	(de	sus	siglas	en	inglés,	United	
States	Food	and	Drug	Administration),	un	anticuerpo	monoclonal	quimérico	
que	 se	 administra	 por	 infusión	 intravenosa	 y	 está	 indicado	 en	metástasis	
colorrectal	 y	 en	 cáncer	 de	 cabeza	 y	 cuello.	 Si	 bien,	 la	 inhibición	 de	 su	










tesis	 se	 ha	 estudiado	 ampliamente	 esta	 particularidad	 para	 el	 transporte	
selectivo	de	nanopartículas	a	células	diana	con	sobreexpresión	de	EGFR.		
	
Nanopartículas plasmónicas en la clínica del cáncer 
En	la	actualidad	sólo	existen	seis	nanomedicamentos	aprobados	por	
la	 USFDA:	 brentuximab	 vedotin,	 trastuzumab	 emtansina,	 Doxil®,	
DaunoXome®,	Marqibo®	y	 Abraxane®.90	 La	 falta	 de	 estandarización	 en	 los	
ensayos	preclínicos,	así	como	el	estudio,	todavía	empírico,	de	 los	sistemas	
de	 liberación,	 dificulta	 la	 aprobación	 y	 registro	 de	 medicamentos	
nanotecnológicos.91	 Entre	 los	 nanomedicamentos	 citados	 ninguno	 está	
basado	 en	 nanopartículas	 plasmónicas.	 No	 obstante,	 el	 potencial	
teragnóstico	 y	 la	 versatilidad	 de	 las	 mismas	 las	 convierten	 en	 buenos	
candidatos	para	su	uso	y	evaluación	clínica,	siendo	el	área	oncológica	donde	
cobran	especial	 interés	sus	excepcionales	propiedades.	En	este	sentido,	se	
han	 desarrollado	 estrategias	 terapéuticas	 basadas	 en	 nanopartículas	
plasmónicas	 como	 agentes	 de	 direccionamiento	 y	 liberación	 controlada	
gracias	 a	 la	 capacidad	 de	 estas	 nanopartículas	 de	 unir	 moléculas	 en	
superficie	 (tales	 como	 agentes	 de	 transfección	 génica),	 y	 también	 se	 han	
desarrollado	 estrategias	 enfocadas	 a	 la	 imagen	 diagnóstica,	 gracias	 a	 sus	
excepcionales	 propiedades	 ópticas	 ,	 e	 incluso	 se	 está	 investigando	 su	







Figura	 12.	 Diferentes	 funciones	 de	 las	 nanopartículas	 plasmónicas	 en	 la	 terapia	 del	
cáncer.	(Adaptado	de	Conde	et	al.,	2012).		
	
Como	 ya	 hemos	 mencionado,	 las	 nanopartículas	 plasmónicas	 no	
están	exentas	de	posibles	efectos	perjudiciales,	por	 lo	que	es	necesaria	 la	
evaluación	 de	 su	 posible	 toxicidad	 en	 el	 organismo	 de	 manera	
pormenorizada.	 No	 obstante,	 esta	 toxicidad	 intrínseca,	 en	 el	 caso	 de	 las	
AgNPs,	 comienza	 a	 ser	 abordada	 como	 una	 ventaja	 en	 el	 caso	 de	 los	
procesos	 tumorales,	 ya	 que	 se	 pueden	 considerar	 como	 n	 agente	
coadyuvante	a	otras	terapias,	o	incluso	se	puede	administrar	como	terapia	
per	 se,	 gracias	 a	 la	 generación	 de	 ROS,	 o	 vinculada	 a	 ablación	 laser	 en	
tratamientos	 de	 hipertermia.	 Aunque	 la	 toxicidad	 intrínseca	 de	 las	 AgNPs	
resulte	una	clara	ventaja	en	el	caso	de	nanoterapias	antitumorales	hace	que	
el	 direccionamiento	 de	 las	 nanopartículas	 al	 tejido	 tumoral	 sea	 de	 vital	
importancia	para	evitar	posibles	efectos	perjudiciales	en	tejidos	sanos.	
Por	 otro	 lado,	 si	 planteamos	 un	 abordaje	 de	 las	 nanopartículas	







Figura	 13.	 Esquema	 de	 los	 potenciales	 usos	 biomédicos	 de	 nanopartículas	




en	 los	 primeros	 estadios	 de	 la	 enfermedad	 son	 primordiales	 para	 la	
resolución	 positiva	 de	 la	 enfermedad.	 Las	 propiedades	 ópticas	 de	 las	
nanopartículas	plasmónicas	permiten	el	desarrollo	de	métodos	diagnósticos	
precisos,	 poco	 invasivos	 y	 que	 demandan	 pocos	 requerimientos	 técnicos	
para	 su	 evaluación.	 La	 interacción	 con	 moléculas	 de	 interés	 en	
determinadas	 condiciones	 induce	 un	 desplazamiento	 del	 máximo	 del	
plasmón	 superficial,	 lo	 que	 provoca	 un	 cambio	 del	 color	 observado	 por	
técnicas	 espectrofotométricas	 simples	 o	 incluso	 a	 visum.	 En	 los	 últimos	
años	se	han	intensificado	los	estudios	en	dicroísmo	circular,	una	técnica	que	
permite	estudiar	la	quiralidad	de	biomoléculas	en	las	que	las	nanopartículas	
plasmónicas	 juegan	 un	 papel	 amplificador	 de	 la	 señal,	 promoviendo	 un	
aumento	 en	 la	 sensibilidad	 y	 resolución	 de	 los	 métodos	 de	 detección	








de	 imagen	cobran	especial	 interés	al	desarrollarse	en	 la	ventana	biológica	














El	 principal	 objetivo	 de	 esta	 tesis	 ha	 sido	 el	 desarrollo	 de	 nuevas	
nanopartículas	 metálicas	 conjugadas	 con	 agentes	 terapéuticos	 y	 ligandos	


































diamino-2-mercaptopirimidina	 hidrato	 (APY),	 ácido	 tánico	 (C76H52O46),	
albúmina	 de	 suero	 bovino	 (BSA),	 polivinilpirrolidona	 (PVP),	 1-etil-3-(3-






(AgNO3),	 la	 N,N-dimetilformamida	 (DMF),	 el	 ácido	 2	
morfolinoetanolsulfónico	 (MES)	 y	 la	 agarosa	 tipo	 I	 estándar	 Pb	 se	
adquirieron	 en	 Panreac.	 Las	 membranas	 de	 diálisis	 OrDial	 D14	 (Nominal	
MWCO	 12,000-14,000)	 se	 adquirieron	 en	 Orange	 Scientific.	 El	 agua	 se	
purificó	 usando	 un	 sistema	 de	 purificación	 Milli-Q	 (18.2	 M	 Ω)	 de	 Merck	
Millipore.	




sufrirá	modificaciones,	 con	objeto	 de	optimizar	 el	 comportamiento	de	 las	
nanopartículas	 en	 función	 del	 agente	 de	 recubrimiento,	 metal	 noble	 y/o	
aplicación	principal	a	la	que	vayan	dirigidas	las	nanopartículas.		
De	 forma	 general,	 podemos	 decir	 que	 la	 síntesis	 de	 estos	 nuevos	
nanosistemas	 se	 basa	 en	 la	 reducción	 de	 una	 sal	 del	 metal	 noble,	 oro	 o	
plata,	 en	 una	 mezcla	 de	 disolventes,	 donde	 el	 mayoritario	 es	 siempre	 la	
DMF.	La	DMF	es	un	disolvente	polar	aprótico	que	interviene	en	el	proceso	
de	 síntesis	 tanto	 como	agente	disolvente	de	aquellos	derivados	orgánicos	
insolubles	en	agua	como	de	agente	estabilizante	durante	el	crecimiento	de	
la	 nanopartícula.	 Este	 disolvente	 es	 capaz	 de	 solvatar	 grupos	 funcionales	
catiónicos	del	ligando	orgánico	que,	de	encontrarse	libres,	interaccionarían	






El	 agente	 reductor	 empleado	 es	 el	 borohidruro	 sódico	 (NaBH4).	 Se	
trata	 de	 un	 agente	 reductor	 fuerte	 que	 favorece	 la	 formación	 rápida	 de	
nuevos	 núcleos	 metálicos	 sobre	 el	 crecimiento	 de	 estos,	 por	 lo	 que,	 en	
general,	se	obtiene	nanopartículas	de	reducido	tamaño	(<	5nm).	El	proceso	
de	 síntesis	 se	 lleva	 a	 cabo	 en	 frío,	 con	 el	 propósito	 de	 disipar	 el	 calor	




Figura	 14.	 Metodología	 general	 de	 síntesis	 de	 nanopartículas	 plasmónicas	
desarrolladas	 en	 esta	 tesis.	 El	 NaBH4	 actúa	 como	 agente	 reductor	 y	 los	 derivados	
tiolados	como	agentes	de	estabilización	y	funcionalización.	El	Proceso	tiene	lugar	en	
frío,	 bajo	 agitación	 vigorosa	 constante,	 siendo	 el	 medio	 de	 reacción	 el	 disolvente	
polar	aprótico	DMF.		
	
Los	 agentes	 orgánicos	 que	 se	 usan	 para	 funcionalizar	 la	 superficie	
del	 nanosistema	 son	 en	 su	 mayoría	 compuestos	 tiolados,	 de	 reducido	
tamaño	 y	 que	 presentan	 grupos	 funcionales	 de	 interés	 en	 procesos	
biológicos.	 Así,	 por	 ejemplo,	 los	 grupos	 amino	 y	 carboxilo	 ofrecen	 la	
posibilidad	 del	 anclaje	 de	 biomoléculas	 vía	 enlace	 amida,	 o	 la	 interacción	
del	 sistema	 por	 afinidad	 de	 carga,	 como	 es	 el	 caso	 de	 los	 derivados	 de	
pirimidina,	 capaces	 de	 interaccionar	 con	 biomoléculas	 cargadas	












acuosa	 de	 AgNO3	(0,234	mmol)	 sobre	 20	mL	 de	 DMF	 en	 baño	 de	 hielo	 y	
agitación	vigorosa.	Seguidamente,	se	añadieron	gota	a	gota	sobre	la	mezcla	
3	mL	de	una	disolución	acuosa	de	NaBH4	(210	mM).	La	reacción	se	mantuvo	
bajo	 agitación	 vigorosa	 durante	 20	 minutos,	 después	 de	 los	 cuales	 las	
nanopartículas	 Ag@NH2	 resultantes	 se	 recuperaron	 mediante	
centrifugación	(8000	rpm,	10	min),	se	resuspendieron	en	20	mL	de	tampón	
MES	 (50mM)	 y	 se	 purificaron	 por	 diálisis	 frente	 a	 agua	 durante	 48	 h.	 La	
suspensión	de	nanopartículas	 resultante	se	 liofilizó	obteniéndose	21,2±0.4	
mg	de	las	nanopartículas	Ag@NH2	como	un	polvo	de	color	marrón	oscuro.	
El	 rendimiento	 de	 reacción,	 calculado	 como	 la	 cantidad	 de	 plata	 en	 las	
nanopartículas	obtenidas	respecto	a	la	cantidad	inicial	de	Ag+	utilizada	en	la	
reacción,	fue	del	79%.	
Ag@NH2@Ab.	 Para	 obtener	 las	 nanopartículas	 de	 plata	
funcionalizadas	 con	 cisteamina	 marcadas	 con	 el	 anticuerpo	 monoclonal	
contra	EGFR	se	desarrolló	el	siguiente	protocolo.	Una	mezcla	de	250	μL	de	
Ag@NH2	 (1	mg/mL,	 en	MES	 50	mM,	pH	6,5),	 250	μL	 de	 EDC	 (5,2	mM	en	
MES	50	mM,	pH	6,5)	y	2,5	mL	de	NHS	(8,7	mM	en	MES	50	mM,	pH	6,5)	se	
mantuvo	 en	 agitación	 a	 temperatura	 ambiente	 durante	 30	 min.	
Seguidamente,	 se	adicionaron	250	μL	de	anticuerpo	anti-EGFR	 (50	μg/mL)	
manteniéndose	 en	 agitación	 durante	 24	 h.	 La	 suspensión	 resultante	 de	
nanopartículas	marcadas	 se	 centrifugó	 a	 6000	 rpm	con	objeto	de	 lavar	 el	
exceso	 de	 anticuerpo	 no	 unido.	 El	 pellet	 de	 nanopartículas	 marcadas	 se	
resuspendió	en	una	suspensión	acuosa	de	BSA	0,1%	(p/v)	y	se	conservó	en	
oscuridad	a	4°C	hasta	su	uso	en	posteriores	ensayos.		
Au@APY.	 La	 síntesis	 de	 las	 nanopartículas	 de	 oro	 funcionalizadas	
con	 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina	 (Au@APY)	 se	 realizó	 por	 reducción	
de	una	 sal	 de	 oro,	HAuCl4·3H2O,	 utilizando	un	 reductor	 fuerte,	NaBH4,	 en	















temperatura	 ambiente.	 El	 sólido	 resultante	 (8	 mg)	 se	 resuspende	 en	 un	
volumen	 adecuado	 de	 MES	 50	 mM	 o	 agua	 Milli-Q,	 para	 obtener	 una	
suspensión	 coloidal	 de	 color	 rojo	 a	 una	 concentración	 de	 2	 mg/mL	 de	







a	 2,8	mL	 de	 una	 disolución	 acuosa	 de	MES	 (50	mM;	 pH	 6,5)	 en	 baño	 de	
hielo	 y	 agitación	 vigorosa.	 Inmediatamente	 después,	 se	 añade	 30	 µL	 de	
anti-EGFR	marcado	con	Alexa	Flúor	488	(50	µg/mL).	Transcurridos	15	min	se	
adiciona,	 gota	 a	 gota,	 1	 mL	 de	 una	 suspensión	 coloidal	 de	 Au@APY	 (1	
mg/mL	en	MES	50	mM)	y	se	deja	reaccionando	durante	2	h.	La	suspensión	
coloidal	resultante	se	resuspende	en	1	mL	de	MES	(50	mM).	Finalmente,	se	
adicionó	 BSA	 (0,1	%,	 p/v),	 se	 incuba	 la	 suspensión	 30	min	 a	 temperatura	
ambiente,	 se	 centrifuga	 (10.000	 rpm;	 10	 min)	 y	 se	 resuspende	 el	 sólido	
resultante	en	1	mL	de	MES	(50	mM).	
Ag@APY.	La	síntesis	de	nanopartículas	de	plata	funcionalizadas	con	
4,6-diamino-2-mercaptopirimidina	 (Ag@APY)	 en	 DMF	 se	 llevó	 a	 cabo	 por	
reducción	 de	 la	 sal	 de	 plata	 con	 NaBH4	 en	 presencia	 de	 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina	 en	 una	 relación	 molar	 [APY:Ag]	 de	 [0,5:1].	 En	 una	
preparación	típica	se	disuelve	APY	(16,35	mg)	en	20	mL	de	DMF	a	los	que	se	
adicionan	6	mL	de	una	solución	acuosa	de	AgNO3	 (39,82	mg)	en	agitación	
vigorosa	 y	 baño	de	hielo.	 El	medio	de	 reacción	 vira	 de	 amarillo	 intenso	 a	
amarillo	transparente.	Seguidamente,	se	adiciona	gota	a	gota	y	en	frío	4	mL	





marrón	 hasta	 finalmente	 marrón-rojizo.	 La	 reacción	 se	 deja	 proceder	
durante	 20	minutos.	 Finalmente,	 la	mezcla	 resultante	 se	 centrifuga	 (5000	
rpm/20	min)	y	el	sólido	resultante	se	resuspende	en	20	mL	de	MES	(50mM,	
pH	6,5)	y	se	dializa	frente	a	agua	durante	48	h.	El	coloide	de	nanopartículas	
resultante	 se	 conserva	 a	 4°C	 y	 protegido	 de	 la	 luz	 hasta	 posteriores	
ensayos.		




mM),	 incubándose	 la	muestra	durante	5	minutos	 antes	de	 adicionar	 anti-
EGFR	 marcado	 con	 Alexa	 Flúor	 488	 (20	 μL,	 100	 µg/mL).	 La	 mezcla	 se	
mantiene	 en	 agitación	 durante	 toda	 la	 noche	 y	 en	 baño	 de	 hielo.	
Transcurrido	 este	 tiempo,	 se	 centrifuga	 la	 preparación	 para	 separar	 las	
nanopartículas	del	exceso	de	anticuerpo	no	unido.	El	pellet	se	resuspende	
en	 una	 disolución	 acuosa	 de	 BSA	 (0,1%	 p/v)	 y	 se	 incuba	 durante	 2	 horas	
para	 bloquear	 las	 uniones	 inespecíficas.	 Finalmente,	 la	 muestra	 se	
centrifuga	a	15.000	rpm	y	el	pellet	de	Ag@APY-aEGFR	se	resuspende	en	1	
mL	de	agua	Milli-Q	conservándose	a	4°C	hasta	su	uso.		
Ag@TA+BH	 y	 Ag@BH+TA.	 La	 síntesis	 de	 nanopartículas	 de	 plata	






agua	 Milli-Q	 en	 un	 matraz,	 posteriormente	 se	 añadió	 1mL	 de	 disolución	
acuosa	de	AgNO3	(1,67	mg	de	AgNO3),	se	añadió	1mL	de	disolución	de	TA	
(2,2	mM;	3,4	mg	TA),	para	finalizar	se	añadieron	5mL	de	disolución	acuosa	
fría	 de	NaBH4	 (6	mg	de	NaBH4).	 La	 reacción	 se	 dejó	 proceder	 durante	 20	
minutos.	 Una	 vez	 transcurrido	 ese	 tiempo	 se	 centrifugó	 a	 8.000	 rpm	
durante	 20	 min	 y	 se	 descartó	 el	 sobrenadante.	 A	 continuación	 se	







Ag@TA.	 Se	 llevó	 a	 cabo	 una	 síntesis	 de	 nanopartículas	 de	 plata	











§ Espectroscopía de UV-Vis para el estudio del plasmón superficial 





de	 1	 cm	 de	 paso	 óptico.	 Las	 muestras	 se	 diluyeron	 hasta	 obtener	 una	
absorbancia	de	partida	del	plasmón	de	superficie	en	torno	a	0,8	U.A.	
§ Espectroscopía de infrarrojo (FTIR) 
Los	 espectros	 FTIR	 se	 registraron	 en	 un	 espectrómetro	 Bruker	
modelo	 IFS	 66/s	 equipado	 con	un	detector	DTGS	 (Billerica,	MA,	USA).	 Las	
medidas	se	adquirieron	a	150	scans,	2,5	Hz	y	con	una	resolución	de	3	cm-1.	
Las	 muestras	 se	 prepararon	 previamente	 en	 pastillas	 de	 bromuro	 de	
potasio	 (KBr),	 tomando	 como	 blanco	 el	 espectro	 de	 una	 pastilla	 de	 KBr	
puro.	 Además,	 para	 algunas	 de	 las	 muestras	 se	 tomaron	 medidas	 de	
infrarrojo	depositando	las	muestras	líquidas	en	obleas	de	silicio.	
§ Microscopía electrónica y análisis microestructural 










de	energías	dispersivas	de	 rayos	X	 (EDX),	 y	un	detector	HAADF-STEM	que	
permite	analizar	nanopartículas.		
En	 ambos	 microscopios	 las	 imágenes	 de	 alta	 resolución	 se	
adquirieron	 con	 una	 cámara	 CCD	 y	 se	 analizaron	 con	 el	 programa	 Digital	
Micrograph	 (Gatan	 Inc.).	El	análisis	de	 las	 imágenes	de	HAADF-STEM	y	 los	
espectros	fueron	analizados	con	el	programa	ES	Vision	(FEI	Company).	
Las	 muestras	 fueron	 preparadas	 depositando	 unas	 gotas	 de	 la	
suspensión	acuosa	de	las	nanopartículas	en	una	rejilla	de	cobre	recubierta	
de	carbono.	
§ Estabilidad coloidal y diámetro hidrodinámico 
La	 distribución	 de	 tamaño	 hidrodinámico	 de	 las	 suspensiones	
coloidales	de	nanopartículas	se	determinó	mediante	técnicas	de	dispersión	
dinámica	de	luz	(DLS,	por	sus	siglas	en	inglés	Dynamic	Light	Scattering).	Por	
otro	 lado,	 la	 carga	 superficial	 de	 las	 nanopartículas,	 implicada	 en	 la	
estabilidad	 del	 sistema	 coloidal,	 se	 determinó	 a	 través	 de	 medidas	 de	
potencial	 zeta,	 ζ.	 Para	 ello,	 se	 usó	 el	 equipo	 Microtrac	 de	 Zetatrac	
Nanotechnology.	 Las	 medidas	 se	 adquirieron	 en	 condiciones	 ambientales	
de	 presión	 y	 temperatura.	 Las	 muestras	 se	 diluyeron	 previamente,	
normalmente	 500	 µL	 de	 la	 suspensión	 coloidal	 en	 agua	Milli-Q	 o	 tampón	
MES	50	mM	para	obtener	una	concentración	final	de	250	µg/mL.	
§ Estudio de estabilidad coloidal frente a pH 
Una	vez	diluida	la	suspensión	madre	de	nanopartículas	hasta	que	el	
máximo	de	absorción	del	plasmón	se	sitúe	en	torno	a	0,8	UA	se	ajusta	el	pH	
de	 las	 muestras	 en	 valores	 comprendidos	 entre	 pH	 2	 y	 pH	 10	 mediante	
soluciones	diluidas	de	HCl	y	NaOH.	Los	espectros	se	registraron	a	diferentes	
tiempos	considerando	como	tiempo	0	una	hora	después	de	ajustar	el	pH.		
§ Evaluación de la estabilidad con agentes de recubrimiento 
Con	 el	 fin	 de	 establecer	 el	 mejor	 agente	 de	 recubrimiento,	 las	
nanopartículas	se	incubaron	con	diferentes	polímeros	entre	ellos	PEG,	PVP,	
BSA	y	proteína	A,	a	una	concentración	final	de	agente	del	1	%	(p/v).	Tras	dos	




obtenidos	 se	 resuspendieron	 en	 el	 volumen	 original	 de	 agua	 y	 se	
registraron	los	plasmones	por	espectroscopía	UV-Vis.		
Seguidamente,	se	realizaron	ensayos	adicionales	para	determinar	la	
concentración	 óptima	 frente	 a	 concentraciones	 crecientes	 de	 agentes	 de	
recubrimiento	 mediante	 pruebas	 de	 centrifugación	 y	 resuspensión	 en	
tampón	 MES	 (50mM)	 y	 choque	 iónico	 por	 adición	 de	 tampón	 PBS.	 Los	
resultados	 se	 evaluaron	 registrando	 los	 cambios	 producidos	 en	 el	 LSPR	
mediante	UV-Vis.	
	
Estudios de actividad en modelos celulares 
§ Evaluación de la expresión de dianas moleculares en cultivo 
celular 




incubando	 las	 diferentes	 líneas	 celulares	 con	 el	 mismo	 anticuerpo	
fluorescente.		
Para	 las	 técnicas	 de	 inmunofluorescencia	 las	 células	 se	 sembraron	
en	placas	de	6	pocillos	 sobre	 cubreobjetos	de	vidrio	de	1	mm	de	espesor	
(Goldseal	 No.1)	 y	 medio	 DMEM	 suplementado	 con	 10%	 de	 FBS	 en	
atmósfera	 humidificada	 de	 CO2	 al	 5	 %.	 Tras	 24	 horas,	 las	 células	 se	
incubaron	 con	 anti-EGFR	 marcado	 con	 Alexa	 Flúor	 488	 (1:500).	 A	 los	 60	
minutos	se	retiró	el	medio	de	cultivo,	las	células	se	lavaron	3	veces	con	PBS	
1X	 y	 se	 fijaron	 con	 parafolmadehido	 al	 3,8	 %	 durante	 5	 minutos.	
Finalmente,	las	muestras	se	montaron	en	portaobjetos	usando	Vectashield	
Mounting	 Medium	 (Vector	 Laboratories,	 Burlingame,	 CA,	 USA)	 y	 se	
visualizaron	en	un	microscopio	confocal	Leica	SP2.	
§ Ensayos de entrada mediada y no mediada por receptor 
Las	 diferentes	 líneas	 celulares	 se	 cultivaron	 sobre	 un	 cubreobjetos	
de	 vidrio	 de	 1	 mm	 de	 espesor	 (Goldseal	 No.1)	 en	 medio	 DMEM	
suplementado	con	10	%	de	FBS	en	atmósfera	humidificada	de	CO2	al	5	%.	
Transcurrido	 un	 periodo	 de	 24	 h,	 las	 nanopartículas	 se	 inocularon	 a	 una	





medio	 de	 cultivo	 se	 retiró	 a	 	 diferentes	 tiempos	 (entre	 15	 y	 120	min),	 se	
lavaron	las	células	3	veces	con	PBS	1X	y	se	fijaron	con	parafolmadehido	al	
3,8%	 durante	 5	 minutos.	 A	 continuación	 se	 lavaron	 con	 PBS	 1X,	 se	
permeabilizaron	con	saponina	al	0,1%	durante	5	min	y	se	lavaron	de	nuevo	
dos	 veces	 con	 PBS	 1X.	 Los	 cubreobjetos	 se	 incubaron	 durante	 5	min	 con	
Hoechst	 33342	 disuelto	 en	 agua	 destilada	 (1	 µg/mL)	 durante	 5	 min.	
Inmediatamente	después,	se	retiró	el	reactivo	y	se	realizaron	6	lavados	con	
PBS	 1X	 durante	 8	 minutos.	 Finalmente,	 las	 muestras	 se	 montaron	 en	
portaobjetos	 usando	 Vectashield	Mounting	Medium	 (Vector	 Laboratories,	
Burlingame,	CA,	USA)	y	 se	visualizaron	utilizando	un	Microscopio	confocal	
Leica	SP2	y	microscopio	de	campo	oscuro	Leica	DFC	450	C.	
§ Evaluación de la viabilidad celular / citotoxicidad. Ensayo 
Alamar Blue® 
Se	 estudió	 la	 viabilidad	 celular	 utilizando	 el	 ensayo	 Alamar	 Blue®	
siguiendo	 el	 protocolo	 de	 la	 casa	 comercial	 (Sigma	 Aldrich).	 En	 un	
experimento	 típico,	 se	 sembraron	 3.000	 células	 por	 pocillo	 en	 una	
multiplaca	 de	 96	 pocillos.	 Transcurridas	 24	 h	 de	 incubación	 a	 37ºC	 para	
permitir	la	adhesión	celular	se	renovó	el	medio	de	cultivo	con	medio	fresco	
suplementado	 y	 con	 nanopartículas,	 estando	 comprendido	 el	 rango	 de	
concentración	 final	 de	 estas	 entre	 1-100	µg/mL.	 Las	 células	 se	 incubaron	
nuevamente	 a	 37ºC	 durante	 24,	 48	 ó	 72	 h	 en	 atmósfera	 humidificada	 de	
CO2	al	5	%.	Transcurrido	este	tiempo,	las	células	se	lavaron	3	veces	con	PBS	
y	 se	 renovó	 el	 medio	 de	 cultivo	 al	 10	 %	 v/v	 de	 solución	 alamarBlue™.	
Seguidamente,	las	células	se	incubaron	en	las	mismas	condiciones	durante	
2	h.	Por	último,	se	registró	la	emisión	de	fluorescencia	a	590	nm	excitando	a	
560	 nm	 en	 un	 espectrofluorímetro	 multiplaca,	 POLARstar	 Omega	 (BMG	
LABTECH).	 Los	 resultados	 se	 analizaron	 mediante	 el	 test	 estadístico	 t-
student.	
§ Estimación de la carga de DNA. Ensayo en gel de retardo 
Para	 determinar	 la	 capacidad	 de	 carga	 de	 material	 génico	 en	
Au@APY,	se	tomó	como	modelo	un	plásmido	pGFP	de	8	Kb.	Se	mezclaron	
cantidades	 crecientes	 de	 Au@APY	 con	 una	 cantidad	 fija	 del	 plásmido	 de	
500	ng	para	un	 volumen	 final	 de	30	µL en tampón	HEPES	 (10	mM,	pH	=	
7,4).	 Las	 relaciones	Au@APY/pDNA	ensayadas	 fueron	0,5/1,	1/1,	2/1,	3/1,	
4/1,	 5/1	 y	 10/1	 (p/p).	 Las	 mezclas	 se	 incubaron	 30	 min	 a	 37°C	 y	 se	





Tris-borato;	 0,001	M	 EDTA).	 Las	 bandas	 resultantes	 se	 visualizaron	 en	 un	
transiluminador	UV.		
Evaluación de las nanopartículas en modelo animal 
Se	usaron	ratones	hembra	BALB/c	que	se	mantuvieron	con	un	ciclo	
luz/oscuridad	 de	 12/12	 horas	 y	 se	 les	 permitió	 libre	 acceso	 a	 alimento	 y	
agua	 potable.	 Los	 animales	 fueron	 aclimatados	 durante	 un	 mínimo	 de	 5	
días	 antes	 del	 inicio	 de	 los	 experimentos.	 Todos	 los	 procedimientos	
utilizados	 en	 estos	 experimentos	 se	 realizaron	 en	 cumplimiento	 con	 el	
Comité	de	Ética	de	la	Experimentación	de	la	Universidad	de	Sevilla.	
§ Inoculación y caracterización del modelo tumoral 




(Ketamina	 (Ketolar)	 a	 100mg/Kg	 +	 Diazepam	 (Valium)	 a	 10mg/Kg)	 se	
procedió	 a	 la	 inoculación	 subcutánea	 en	 la	 glándula	 mamaria	 inferior	
izquierda	con	1x106	células	en	200	μL	de	PBS	estéril	de	cultivo	celular	4T1.		
Las	 ratonas	 se	 mantuvieron	 en	 el	 Servicio	 del	 Animalario	 de	 la	
Facultad	de	Medicina	de	 la	Universidad	de	Sevilla	en	habitáculos	 libres	de	







Pasado	 un	 período	 de	 30	 días	 desde	 la	 inoculación	 de	 las	 células	
cancerosas,	o	inferior	en	caso	de	signos	de	sufrimiento	de	los	animales,	se	
procedió	 a	 la	 anestesia	 de	 las	 ratonas	 en	 estudio	 mediante	 la	
administración	intraperitoneal	combinada	de	ketamina	(ketolar	50	mg/mL,	
100	 mg/Kg)	 y	 diazepam	 (valium,	 10	 mg/kg)	 en	 la	 región	 inguinal.	 Tras	






§ Inoculación del sistema Ag@APY en ratonas BALB/c 
Se	 aplicaron	 las	 nanopartículas	 Ag@APY	 o	 el	 control	 (suero	
fisiológico)	 vía	 intratumoral	 en	 un	 volumen	 final	 de	 20	 µl	 cuando	 los	
tumores	presentaron	un	volumen	de	80	mm3	(1-3	semanas).		
§ Medida del tumor 






§ Estudio histopatológico 
Los	órganos	diseccionados	 fueron:	 corazón,	hígado,	pulmón,	 riñón,	
cerebro	y	músculo,	y	se	fijaron	en	una	solución	de	formol	al	4%.	Los	pasos	a	
seguir	para	la	inclusión	de	las	muestras	en	parafina	fueron:	
a)	 Inclusión	 en	 parafina:	 las	 piezas	 fijadas	 se	 encuadran	
individualmente	 en	 unos	 cassettes	 y	 se	 introducen	 en	 un	 procesador	 de	
parafina	 donde	 son	 sometidas	 a	 baños	 sucesivos	 en	 alcoholes	 de	
graduación	 creciente,	 de	 modo	 que	 la	 deshidratación	 se	 realice	
paulatinamente,	evitando	la	retracción	de	los	tejidos.	Por	último,	las	piezas	
pasan	por	dos	baños	de	xilol	y	otros	dos	de	parafina	líquida	(60°C).	
b)	 Formación	 de	 bloques	 de	 parafina	 y	 cortes	 histológicos:	 La	
inclusión	 o	 formación	 de	 los	 bloques	 de	 parafina	 se	 efectúa	 empleando	
moldes	y	un	dispensador	de	parafina.	El	bloque	de	parafina	debe	contener	
la	 muestra	 correctamente	 orientada	 para	 facilitar	 la	 obtención	 de	 las	
secciones	o	“cortes”.	Se	 realizaron	secciones	de	5	micras	y	 se	 tiñeron	con	
hematoxilina	(colorante	básico)	y	eosina	(colorante	ácido).	
c)	 Tinción	 hematoxilina-eosina:	 Las	 piezas	 se	 hidratan	 incubando	
previamente	 en	 xilol	 y	 lavando	 en	 una	 batería	 de	 alcoholes	 decreciente.	
Una	 vez	 hidratadas	 se	 tiñen	 con	 hematoxilina	 durante	 60	 segundos	 en	
agitación	 suave.	 A	 continuación	 se	 sumergen	 las	 piezas	 brevemente	 en	
carbonato	de	litio,	se	lavan	y	secan	para	seguidamente	teñirlas	durante	60	
segundos	en	un	baño	con	agitación	suave	con	eosina.	Por	último,	las	piezas	




















Síntesis in situ de nanopartículas 
de plata funcionalizadas con 
cisteamina 









Las	 nanopartículas	 de	 plata	 ofrecen	 un	 gran	 potencial	 para	
aplicaciones	biomédicas	debido	a	sus	excepcionales	propiedades	ópticas	y	a	
su	 reducido	 tamaño.	 Concretamente,	 las	 nanopartículas	 de	 plata	
funcionalizadas	en	superficie	con	cisteamina	podrían	ser	la	base	de	nuevas	
terapias	 anticancerosas,	 que	 combinen	 el	 efecto	 citotóxico	 del	 núcleo	 de	
plata	 con	 la	 actividad	 antitumoral	 inherente	 de	 la	 cisteamina,	 capaz	 de	
inhibir	 la	 proliferación	 de	 células	 cancerígenas,	 así	 como	 suprimir	 la	
invasión	 y	 la	 metástasis.	 Sin	 embargo,	 la	 longitud	 de	 la	 cadena	 y	 la	
flexibilidad	 conformacional	 de	 la	 cisteamina,	 junto	 con	 su	 capacidad	 de	
unirse	a	la	superficie	de	las	nanopartículas	de	plata	a	través	tanto	del	grupo	
tiol	 como	 del	 grupo	 amino,	 han	 hecho	 que	 la	 síntesis	 in	 situ	 de	 estas	
partículas	 sea	 una	 tarea	 especialmente	 desafiante.	 En	 este	 capítulo	
presentamos	un	método	de	 síntesis	 in	 situ	 asistido	por	un	disolvente	que	
resuelve	este	problema.	Las	nanopartículas	obtenidas	se	caracterizaron	en	
profundidad	 por	 técnicas	 espectroscópicas,	 de	 microscopía	 electrónica,	
microanálisis	así	como	por	técnicas	de	dispersión	dinámica	de	luz.	Nuestro	
método	 de	 síntesis	 logra	 un	 rendimiento	 extremadamente	 alto	 y	 una	
elevada	 relación	 de	 recubrimiento	 superficial,	 así	 como	 una	 excelente	
estabilidad	 coloidal	 en	 un	 amplio	 rango	 de	 valores	 de	 pH,	 incluido	 el	 pH	
fisiológico.	 Además,	 hemos	 demostrado	 que	 las	 nanopartículas	
funcionalizadas	 con	 cisteamina	 obtenidas	 mediante	 este	 método	 pueden	
conjugarse	 eficazmente	 con	 un	 anticuerpo	 de	 direccionamiento	 de	 forma	













103	 Para	 este	 propósito,	 la	 estrategia	 más	 común	 es	 funcionalizar	 la	




los	 tioles	 de	 cadena	 corta,	 como	 es	 el	 caso	 de	 la	 cisteamina,	 son	 ideales	
para	 la	 funcionalización	 de	 nanopartículas	 dado	 que	 no	 incrementan	 de	
manera	significativa	el	tamaño	final	del	nanosistema,	factor	crítico	para	su	
uso	 en	 innumerables	 aplicaciones	 biomédicas.	 En	 el	 caso	 de	 los	 grupos	
amino	 que	 presenta	 la	 cisteamina,	 su	 interés	 radica	 en	 la	 posibilidad	 de	
conjugarlos	 a	 moléculas	 cargadas	 negativamente,	 tales	 como	 agentes	
quimioterapéuticos,104	DNA,105	y/o	siRNA,106	o	incluso	la	posibilidad	de	unir	
de	 forma	 direccionada,	 mediante	 enlace	 amida,	 péptidos107	 y/o	
anticuerpos108	por	su	extremo	carboxilo	terminal.	
Aunque	 ya	 se	 ha	 descrito	 la	 síntesis	 in	 situ	 de	 nanopartículas	 de	
plata	 y	 cisteamina,109	 la	 concentración	 inicial	 de	 metal	 requerida	 para	
obtener	las	nanopartículas	es	extremadamente	baja,	por	lo	que	su	uso	está	
poco	extendido.	 Estas	bajas	 concentraciones	 iniciales,	 que	 se	 traducen	en	
bajas	 concentraciones	 de	 nanopartículas,	 podrían	 ser	 adecuadas	 en	
aplicaciones	 de	 detección,109,110	 pero	 resultan	 demasiado	 bajas	 para	 la	
mayoría	de	formulaciones	biomédicas.	Por	lo	tanto,	sigue	siendo	un	desafío	
científico	 lograr	 la	 síntesis	 in	 situ	 de	 nanopartículas	 de	 plata	 altamente	
funcionalizadas	 con	 cisteamina	 en	 altas	 concentraciones	 y	 con	 buena	
estabilidad	a	lo	largo	del	tiempo.		
La	cisteamina	es	un	tiol	de	cadena	corta	aprobado	por	la	FDA	para	el	
tratamiento	 de	 la	 cistinosis,	 que	 destaca	 por	 su	 amplia	 gama	 de	
aplicaciones,	 no	 sólo	 en	 el	 campo	 biomédico,	 con	 un	 uso	 potencial	 en	 el	
tratamiento	 de	 la	 malaria,	 síndrome	 de	 inmunodeficiencia	 adquirida,	 la	
enfermedad	de	Huntington,	o	el	cáncer,	entre	otros.111	Cuando	está	unida	
de	 manera	 correcta	 a	 las	 nanopartículas,	 la	 cisteamina	 también	 puede	





biosensores	 y	 sensores	 químicos.121–130	 Ejemplos	 de	 cisteamina	 formando	
parte	de	nanosistemas	con	potenciales	aplicaciones	sensoras	pueden	ser	la	
detección	 de	 compuestos	 explosivos	 como	 el	 trinitrotolueno	 (TNT)131	 o	
contaminantes	 perjudiciales	 como	 el	 pentaclorofenol	 (PCP)	 mediante	
SERS.126	Este	último	representa	un	ejemplo	perfecto	del	proceso	en	el	que	
las	 nanopartículas	 de	 plata	 son	 funcionalizadas	 con	 cisteamina	 mediante	
intercambio	 de	 ligando	 en	 lugar	 de	 la	 correspondiente	 aproximación	
covalente.		
Con	respecto	a	su	actividad	contra	el	cáncer,	se	ha	demostrado	que	
la	 cisteamina	 previene	 la	 metaplasia	 y	 la	 carcinogénesis	 inducida	 por	
radiación	 o	 productos	 químicos,130,132,133	 inhibir	 la	 proliferación	 de	 células	
cancerosas,134	suprimir	 la	 invasión	y	metástasis135	e	 inducir	 la	autofagia	en	
células	 malignas.136	 En	 este	 sentido,	 una	 amplia	 gama	 de	 nanopartículas	
funcionalizadas	 con	 cisteamina	 han	mostrado	 actividad	 antitumoral,137–141	
sin	 embargo,	 ninguna	 de	 ellas	 está	 hecha	 de	 plata	 a	 pesar	 de	 ser	 un	
material	 con	 capacidad	 citotóxica.	De	hecho,	 la	 toxicidad	de	 las	AgNPs	ha	
sido	 ampliamente	 explorada	 en	 el	 contexto	 de	 los	 agentes	 bactericidas	
debido	 a	 su	 potencial	 para	 superar	 la	 resistencia	 a	 los	 antibióticos,	
extendiéndose	actualmente	su	uso	al	desarrollo	de	nuevas	terapias	contra	
el	 cáncer.142	 Como	 cualquier	 otro	 agente	 citotóxico	 quimioterapéutico,	 la	
plata	 debe	 ser	 vectorizada	 a	 las	 células	 tumorales	 para	 evitar	 efectos	
adversos	 sobre	 los	 tejidos	 sanos.	 En	 este	 sentido,	 la	 cisteamina	 ofrece	 la	
ventaja	 de	 actuar	 como	 un	 enlazador	 entre	 la	 AgNP	 y	 el	 agente	 de	
direccionamiento,	 proporcionando	 una	 capa	 de	 recubrimiento	 en	 la	
superficie	 de	 la	 nanopartícula	 formada	 por	 grupos	 amino	 capaces	 de	
asegurar	la	unión	orientada	de	los	anticuerpos	de	direccionamiento.	
En	 este	 capítulo	 presentamos	 un	 nuevo	método	para	 la	 síntesis	 in	
situ	 de	 AgNPs	 funcionalizadas	 con	 cisteamina.	 Las	 nanopartículas	
optimizadas	 se	 han	 caracterizado	 por	 técnicas	 espectroscópicas,	
microscopía,	 análisis	microestructural	 así	 como	por	 técnicas	de	dispersión	
dinámica	de	luz.	Además,	se	introdujo	una	capa	adicional	de	complejidad	al	
conjugar	 las	 nanopartículas	 a	 un	 anticuerpo	 de	 reconocimiento	 de	 EGFR,	









Resultados y discusión 
Desarrollo de un método rápido y en un solo paso de obtener 
nanopartículas de plata altamente funcionalizadas con cisteamina 
En	este	 capítulo	abordamos	 la	 síntesis	 in	 situ	 de	nanopartículas	de	
plata	 con	 cisteamina	 mediante	 la	 reducción	 de	 AgNO3	 en	 presencia	 de	
cisteamina	 en	 dos	 medios	 de	 reacción	 diferentes,	 agua	 y	 DMF.	 Ambos	





caso	de	 la	 reacción	en	ambos	disolventes.	No	obstante,	 en	 las	 síntesis	 en	
agua	no	se	obtienen	nanopartículas	estables	en	ninguna	de	las	condiciones	
ensayadas.	
En	 lo	 que	 se	 refiere	 a	 la	 relación	 molar	 [tiol:Ag]	 en	 el	 rango	
estudiado	fue	de		[0,5:1]	hasta	[5:1].	La	relación	molar	óptima	resultó	ser	la	
3:1,	 siempre	 referida	 a	 la	 síntesis	 en	 DMF,	 ya	 que	 la	 síntesis	 en	 agua	 no	
condujo	 en	 ningún	 caso	 a	 resultados	 satisfactorios.	 Relaciones	 molares	
inferiores	 a	 3:1	 dan	 como	 como	 resultado	 nanopartículas	 con	 un	
recubrimiento	 superficial	 bajo	 y,	 por	 tanto,	 inestables,	 que	 agregan.	 Por	
otro	 lado,	 las	 relaciones	 superiores	 a	 3:1	 provocaban	 la	 desestabilización	
del	 coloide	 por	 exceso	 de	 tiol	 en	 el	medio	 de	 reacción	 y	 la	 obtención	 de	
nanopartículas	excesivamente	pequeñas.	La	relación	[3:1]	obtenida	para	la	
síntesis	 en	 DMF	 se	 compara	 muy	 favorablemente	 con	 la	 descrita	 e	 la	
bibliografía	para	el	 caso	de	 la	 síntesis	 en	agua109	que	es	extremadamente	
elevada	 ([40:1]).	 Además,	 la	 síntesis	 en	 DMF	 es	 reproducible	 y	 el	 coloide	
obtenido	presenta	una	elevada	estabilidad	a	largo	plazo.	
El	 tiempo	 óptimo	 de	 reacción	 se	 determinó	 monitorizando	 el	
proceso	por	espectroscopia	de	UV-Vis.	La	figura	15	muestra	el	espectro	de	








concentración),	 el	 plasmón	 de	 superficie	 se	 estrecha	 y	 se	 desplaza	 a	
longitudes	 de	 onda	 menores	 (Fig.	 15,	 línea	 dorada).	 Los	 cambios	 en	 el	









AgNPs	 funcionalizadas	 con	 cisteamina	 en	 medio	 acuoso	 fallaron	 a	 las	
concentraciones	 de	 estudio,	 como	 se	 muestra	 por	 la	 ausencia	 del	
característico	plasmón	superficial	en	el	espectro	UV-Vis	(Fig.	16).	En	el	caso	
de	la	síntesis	en	agua,	las	nanopartículas	crecen	fuera	de	control	debido	a	la	
maduración	 de	 Ostwald	 y	 la	 muestra	 se	 vuelve	 gris	 inmediatamente	







Figura	 16.	 Espectros	 de	 absorción	 de	 los	 productos	 obtenidos	 usando	 agua	 (línea	
discontinua)	 o	 DMF	 (línea	 continua)	 como	 disolvente,	 después	 del	 proceso	 de	
purificación.	 Imagen	 inserta:	 fotografía	de	 las	 suspensiones	 coloidales	obtenidas	 en	
medio	acuoso	(A)	o	DMF	(B)	como	disolvente.		
	
Si	 analizamos	 los	 espectros	 UV-Vis	 de	 ambas	muestras,	 la	 síntesis	
llevada	 a	 cabo	 en	DMF	 exhibe	 un	máximo	 del	 plasmón	 a	 426	 nm	 lo	 cual	





sencillo,	 los	 requerimientos	 técnicos	 son	 de	 uso	 común	 en	 laboratorio	








síntesis	 con	 la	 cisteamina	 disuelta	 en	 DMF;	 imagen	 superior	 derecha,	 pellet	




puede	 explicar	 en	 base	 a	 la	 naturaleza	 tanto	 del	 ligando	 como	 del	
disolvente.	 Se	 ha	 descrito	 que	 la	 cisteamina	 es	 capaz	 de	 unirse	 a	 la	
superficie	de	la	plata	a	través	tanto	del	grupo	tiol	como	del	grupo	amino,143	
debido	a	que	la	molécula	es	capaz	de	adoptar	una	conformación	gauche	en	
la	 cual	 ambos	 grupos	 permanecen	 cerca	 de	 la	 superficie	 del	 metal	 (Fig.	
18A).Este	enlace	bidentado	conduce	necesariamente	a	una	disminución	del	
grado	 de	 recubrimiento,	 una	 disminución	 de	 los	 grupos	 funcionales	 en	
superficie	y	de	la	carga,	y	por	consiguiente,	a	un	descenso	en	la	estabilidad	
de	 las	 nanopartículas	 durante	 la	 fase	 de	 crecimiento.	 De	 acuerdo	 con	




(Fig.	 18B),	 lo	 que	 resulta	 en	 un	 aumento	 del	 recubrimiento,	 como	 se	
discutirá	más	adelante.	Además,	otra	ventaja	notable	de	nuestra	síntesis	in	
situ	frente	al	intercambio	de	ligandos	o	la	adición	de	ligandos	después	de	la	
síntesis,	 es	 que	 la	 presencia	 del	 agente	 reductor	 en	 el	medio	de	 reacción	
evita	 la	 formación	 de	 puentes	 disulfuro,	 inicialmente	 presentes	 o	 que	
podrían	formarse	en	condiciones	atmosféricas,	eliminando	la	necesidad	de	














que	 el	 tamaño	 de	 los	 pozos	 de	 la	monocapa	 de	 cisteamina	 disminuye	 en	










§ El sistema coloidal Ag@NH2 presenta óptima estabilidad en un 
amplio rango de pH, incluido el fisiológico 
Dado	 que	 la	 estabilidad	 de	 las	 nanopartículas	 Ag@NH2	 está	
influenciada	 por	 la	 carga	 que	 otorgan	 los	 grupos	 amino	 de	 la	 capa	






carga	 y	 serán	 capaces	 de	 formar	 puentes	 de	 hidrógeno	 entre	 las	
nanopartículas.	 El	 valor	de	pH	en	el	 que	 tiene	 lugar	este	evento	depende	
del	 pKa	 efectivo	 de	 las	 nanopartículas	 que,	 como	 norma	 general,	 es	
significativamente	 más	 bajo	 que	 el	 del	 ligando	 libre.146	 Con	 objeto	 de	
determinar	 el	 rango	 de	 pH	 en	 el	 que	 nuestro	 coloide	 es	 estable	 y	 no	 se	
produce	agregación,	se	dispersaron	nanopartículas	en	agua	modificándose	
el	 pH	 en	 valores	 comprendidos	 entre	 2	 y	 10.	 La	 estabilidad	 se	 evaluó	 en	
términos	de	plasmón	de	superficie	por	espectrometría	UV-Vis.	Como	puede	
observarse	en	 la	 figura	19,	 las	nanopartículas	Ag@NH2	son	estables	en	un	
amplio	intervalo	de	pH.	En	valores	de	pH	entre	2	y	5	 las	nanopartículas	se	
dispersan	 correctamente,	 como	 revela	 el	 estrecho	 plasmón;	 a	 pH	 6-7,	 las	
nanopartículas	se	acercan,	pero	no	tiene	lugar	agregación.	A	pH	8,	aparece	
una	 nueva	 banda	 a	 600	 nm	 debido	 al	 acoplamiento	 de	 los	 plasmones	
dipolares	 adyacentes.144	 A	 valores	 de	 pH	 mayores	 a	 8	 las	 nanopartículas	






Figura	 19.	 Espectros	 de	 UV-Vis	 de	 Ag@NH2	 resuspendidas	 en	 agua	 a	 diferentes	
valores	de	pH.	El	pH	de	la	suspensión	se	ajustó	adicionando	las	cantidades	necesarias	







§ La espectroscopía FTIR demuestra la adecuada funcionalización 
superficial de la cisteamina en las Ag@NH2. 
La	modificación	de	la	superficie	de	las	nanopartículas	con	cisteamina	
se	 analizó	 mediante	 espectroscopia	 FTIR.	 La	 desaparición	 de	 la	
característica	 vibración	 de	 torsión	 a	 2,598	 cm-1	 en	 Ag@NH2	 demuestra	 la	
unión	 del	 tiol	 a	 la	 superficie	 de	 las	 nanopartículas	 a	 través	 del	 átomo	 de	
azufre	(Fig.	20).	Además,	mientras	que	esta	vibración	está	todavía	presente	
en	Ag@NH2	antes	del	proceso	de	purificación	de	las	nanopartículas,	debido	



















confirmándose	 que	 el	 grupo	 amino	 permanece	 libre	 y	 disponible	 para	 la	
interacción	 con	 moléculas	 de	 interés,	 ya	 sea	 por	 conjugarse	 a	 través	 de	
fuerzas	 electrostáticas,	 en	 función	 del	 pH,	 o	 por	 la	 formación	 de	 enlaces	
covalentes	mediado	por	carbodiimidas.	
	
§ Ag@NH2 es un coloide esférico, altamente monodisperso, estable 
y funcionalizado en un 10% en peso cisteamina/plata 
El	 análisis	 TEM	 de	 las	 nanopartículas	 Ag@NH2	 revela	 que	 son	
esféricas	(Fig.	22a)	y	cristalinas,	de	acuerdo	con	su	patrón	de	difracción	de	
electrones	en	anillo	que	pudieron	ser	indexados	en	el	sistema	cúbico	de	la	
plata	 metálica	 (Fm3m,	 a=0,4	 nm)	 (Fig.	 22b).	 En	 la	 micrografía	 de	 alta	
resolución	 (HRTEM)	 mostrada	 en	 la	 figura	 22c	 se	 han	 marcado	 los	






















A	 su	 vez,	 el	 ζ de Ag@NH2 es	 extremadamente	 alto	 (+36	 mV	 a	
valores	de	pH	de	hasta	5,	y	permanece	alrededor	de	+30	mV	hasta	pH	8),	un	
resultado	 que	 está	 en	 consonancia	 con	 la	 gran	 estabilidad	 de	 estas	
nanopartículas	 a	 largo	 plazo.	 Estos	 valores	 tan	 elevados	 son	 un	 buen	
indicativo	 del	 elevado	 grado	 de	 recubrimiento	 en	 superficie,	 como	 se	
confirmará	 más	 adelante	 por	 EDX.	 Por	 el	 contrario,	 el	 ζ	 descrito	 para	 la	
síntesis	 in	 situ	 publicada	en	agua	es	de	 solo	+18,7	mV	a	pH	4,110	un	valor	
demasiado	 bajo	 para	 aplicaciones	 biomédicas	 (±	 30	 mV),	 y	 que	
necesariamente	 empeorará	 a	 valores	 de	 pH	 superiores	 dado	 que	 el	 ζ	




en	 nuestra	 síntesis	 (0,012	 M).	 Suponiendo	 que	 las	 nanopartículas	 son	











del	 100%,	 para	 la	 síntesis	 descrita	 en	 agua.109	 Para	 el	 caso	 de	 nuestra	
síntesis	de	Ag@NH2,	y	 teniendo	en	cuenta	el	 rendimiento	real	del	79%,	 la	
concentración	 final	 es	 de	 1.7x10-7	 M,	 lo	 que	 significa	 que	 nuestra	
concentración	 de	 nanopartículas	 es	 al	 menos	 220	 veces	 mayor	 que	 la	
obtenida	en	la	síntesis	descrita	en	agua.	
Para	 completar	 la	 caracterización	de	 las	 nanopartículas,	 se	 estudió	
su	composición	química	por	análisis	EDX,	llevado	a	cabo	en	el	modo	HAADF-
STEM.	 Este	 método	 permite	 la	 cuantificación	 en	 regiones	 muy	 pequeñas	
para	obtener	 la	 relación	atómica	de	plata/azufre	en	 las	nanopartículas.	Se	
registraron	 varios	 espectros	 con	 el	 haz	 enfocado	 en	 diferentes	
nanopartículas	 Ag@NH2	 (Figura	 23a)	 con	 objeto	 de	 obtener	 una	









Figura	 24.	 Análisis	 composicional	 de	 Ag@NH2.	 (a)	 Imagen	 HAADF-STEM	mostrando	
las	 posiciones	 correspondientes	 al	 análisis	 EDXS;	 (b)	 espectro	 EDXS	 representativo	
del	promedio	en	el	ratio	atómico	S-Ag,	promediado	sobre	las	posiciones	marcadas.	
	
Para	 determinar	 la	 relación	 atómica	 [Ag:S]	 en	 la	 superficie	 de	 las	
nanopartículas,	se	realizó	un	análisis	de	perfil	de	una	serie	de	espectros	EDX	
(Fig.	25).	Se	registraron	20	espectros	a	lo	largo	del	perfil	de	la	línea	marcada	
en	 la	 imagen	 de	 barrido	 HAADF,	 que	 incluye	 los	 bordes	 y	 centros	 de	 3	
nanopartículas	(Fig.	25a).	En	las	figuras	25b	y	c	se	presentan	los	perfiles	de	
composición	 referidos	a	Ag	 y	 S,	 respectivamente,	 en	 la	 tabla	X	 se	dan	 los	
porcentajes	 atómicos	 de	 Ag	 y	 S	 encontrados	 en	 una	 selección	 de	 puntos	
representativos.	Mientras	que	los	valores	en	el	centro	de	las	nanopartículas	
son	muy	 similares	 al	 promedio	 de	 la	 relación	 [Ag:S],	 en	 los	 bordes	 de	 las	
nanopartículas	 el	 porcentaje	 de	 azufre	 aumenta	 considerablemente,	
alcanzando	valores	de	más	del	55%.	Combinando	la	información	de	imagen	
con	 la	 composición	 química	 proporcionada	 por	 esta	 técnica,	 se	 puede	
concluir	 que	 las	 nanopartículas	 de	 plata	 están	 altamente	 funcionalizadas	







la	 línea	 de	 puntos	 sobre	 la	 que	 se	 ha	 realizado	 el	 análisis	 EDXS;	 (b)	 y	 (c)	 perfil	 de	
composición	de	Ag	y	S,	respectivamente,	encontrado	por	análisis	EDXS	de	izquierda	a	






Considerando	 que	 para	 un	 tamaño	 de	 partícula	 de	 12	 nm,	
aproximadamente	el	14%	de	 los	átomos	de	plata	están	en	 la	 superficie,	 y	
teniendo	 en	 cuenta	 que	 el	 porcentaje	 atómico	 promedio	 [Ag:S]	 en	 las	
nanopartículas	 de	 Ag@NH2	 es	 [90,5:9,5],	 se	 estima	 que	 la	 relación	
cisteamina/plata	superficial	es	[3:4],	es	decir,	tres	moléculas	de	cisteamina	
por	 cada	 cuatro	 átomos	 de	 plata	 en	 la	 superficie	 metálica	 de	 las	
nanopartículas.	Esta	cobertura	superficial	es	notablemente	más	alta	que	la	
obtenida	para	otras	 síntesis	 in	 situ	 con	otros	 tioles,	 como	 la	ampliamente	
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Tabla	2.	 Ligando	 (L)	 y	 fracción	de	 recubrimiento	 (FR)	de	 las	nanopartículas	Ag@NH2	
frente	a	las	nanopartículas	Ag@tiopronina.148	
 L FR 
Este trabajo Cisteamina 0,76 
Ref.  Tiopronina 0,33 
	
Como	se	muestra	en	la	Tabla	2,	 la	fracción	de	recubrimiento	de	las	
nanopartículas	 de	 plata	 funcionalizadas	 con	 cisteamina,	 obtenidas	 por	
nuestro	método	de	 síntesis	 in	 situ,	 es	más	del	 doble	de	 la	obtenida	en	el	
caso	de	 las	nanopartículas	de	plata	 funcionalizadas	 con	 tiopronina,	 por	 lo	
que	 el	 nivel	 de	 recubrimiento	 que	 alcanzamos	 con	 nuestra	 síntesis	 es	













Además,	 cabe	 destacar	 que	 el	 elevado	 grado	 de	 recubrimiento	
obtenido	en	nuestra	 síntesis	 se	 traduce	en	que	el	 rendimiento	 total	 (79%	
referido	a	la	plata	como	reactivo	limitante	del	coste)	es	notablemente	alto.	
	
Comportamiento biológico de Ag@NH2 vectorizadas a células con 
sobreexpresión de EGFR  
Las	nuevas	 terapias	antitumorales	 se	 centran	en	dirigir	 los	agentes	
quimioterapéuticos	 a	 las	 células	 tumorales	 para	 evitar	 los	 efectos	
secundarios	en	los	tejidos	sanos.	Para	evaluar	si	nuestras	nanopartículas	se	
pueden	 vectorizar	 a	 dianas	 específicas	 de	 interés	 biomédico	 en	 la	 terapia	
del	cáncer,	se	conjugaron	a	un	anticuerpo	contra	EGFR.	Hemos	elegido	este	
receptor	debido	a	su	relevancia	en	los	tratamientos	antitumorales	actuales.	
EGFR	 es	 una	 glucoproteína	 transmembrana	 con	 actividad	 de	 tirosina	
quinasa,	 que	 participa	 en	 la	 regulación	 de	 la	 proliferación	 celular,	 la	
diferenciación	 y	 la	 supervivencia,	 jugando	 un	 papel	 importante	 en	 la	
patogénesis	 y	 la	 progresión	 de	 una	 amplia	 variedad	 de	 tumores	 como	
gliomas	y	carcinomas	de	pulmón,	colon	,	cabeza	y	cuello,	páncreas,	ovario,	
mama,	vejiga	y	riñón.	Por	esta	razón,	este	receptor	se	ha	convertido	en	una	
diana	 de	 referencia	 en	 la	 terapia	 contra	 el	 cáncer,	 tanto	 en	 términos	 de	
inhibición	 específica,150–152	 como	 de	 vectorización.153	 Para	 conjugar	 el	
anticuerpo	 anti-EGFR	 (ab)	 con	 nuestras	 nanopartículas	 de	 plata	
funcionalizadas	 con	 cisteamina	 se	 usó	 una	 reacción	 de	 acoplamiento	
mediada	por	carbodiimida.	En	esta	reacción	se	forma	un	enlace	amida	entre	
los	 grupos	 amino	 libres	 de	 la	 monocapa	 de	 cisteamina	 en	 Ag@NH2	 y	 el	
carboxilo	 terminal	 del	 anticuerpo,	 para	 producir	 Ag@NH2@Ab	 (Fig.	 27),	
asegurando	 que	 la	 orientación	 del	 anticuerpo	 en	 la	 superficie	 de	 las	
nanopartículas	es	apropiada	para	la	interacción	con	su	receptor,	es	decir,	el	
paratopo	 del	 anticuerpo	 permanece	 libre.	 Una	 carbodiimida	 soluble	 en	







Figura	 27.	 Esquema	 representativo	 de	 la	 funcionalización	 de	 Ag@NH2	 con	 el	
anticuerpo	anti-EGFR	marcado	con	AlexaFluor488	 (Ag@NH2@Ab)	mediante	 reacción	





como	 modelo.	 A431	 es	 una	 línea	 celular	 de	 carcinoma	 epidermoide	
ampliamente	 utilizada	 como	modelo	 en	 estudios	 terapéuticos	 dirigidos	 a	











Figura	 28.	 Citotoxicidad	 de	 las	 nanopartículas	 Ag@NH2	 medida	 usando	 el	 ensayo	
AlamarBlue®,	 siendo	 la	 actividad	metabólica	 el	 punto	 final	 de	 toxicidad	 en	 la	 línea	
celular	 A431	 transcurridas	 48h	 tras	 la	 exposición.	 Las	 células	 expuestas	 a	
concentración	0,	es	decir,	que	no	son	inoculadas	con	las	nanopartículas,	constituyen	




de	 nanopartículas	 por	 mL	 no	 se	 observan	 efectos	 negativos	 sobre	 la	
viabilidad	 celular,	 lo	 que	 hace	 que	 estas	 partículas	 sean	 excelentes	
candidatos	para	aplicaciones	biomédicas.157	Por	esta	razón,	y	para	estudiar	












Figura	 29.	 Imágenes	 de	 microscopía	 de	 células	 A431	 incubadas	 con	 nanopartículas	
Ag@NH2@Ab.	 Los	 núcleos	 se	 tiñeron	 con	 Hoechst	 (azul)	 y	 el	 anticuerpo	 está	
marcado	con	AF488	(verde).	(a)	Imagen	combinada	de	campo	oscuro	y	fluorescencia	
mostrando	la	posición	de	los	núcleos	(canal	azul)	y	plata	(campo	oscuro).	(b)	Imagen	





detectarse	 tanto	 por	 microscopía	 de	 campo	 oscuro	 (Fig.29a)	 como	 por	









Nuestro	 método	 de	 síntesis	 posee	 un	 alto	 rendimiento	 y	 produce	
nanopartículas	 de	 plata	 de	 pequeño	 tamaño	 (12	 nm),	 altamente	
concentradas	 y	 cuya	 superficie	 está	 extensamente	 decorada	 con	 grupos	
amino	 terminales,	 siendo	 la	 relación	 [S:	 Ag]	 de	 0,76.	 Estas	 nanopartículas	
presentan	una	excepcional	 estabilidad	 coloidal	 en	un	amplio	 rango	de	pH	
que	 incluye	 pH	 fisiológico,	 presentando	 un	 ζ	 superior	 a	 30	 mV.	 Tanto	 la	
relación	 de	 cisteamina/plata	 superficial	 como	 el	 rendimiento	 total	 de	 la	
síntesis	son	notablemente	más	altos	que	los	descritos	en	la	 literatura	para	
otros	 tioles.	 Estas	 características	 hacen	 que	 nuestras	 nanopartículas	 sean	
excelentes	 candidatas	 en	 aplicaciones	 de	 administración	 de	 fármacos	 y	
transfección	génica,	así	como	en	biosensores	y	sensores	químicos.	Además,	
nuestro	 método	 de	 síntesis	 podría	 ampliarse	 fácilmente	 para	 obtener	
nanopartículas	basadas	en	aminotioles	primarios,	 secundarios,	 ternarios	o	
incluso	 cuaternarios	 de	 cadena	 más	 larga,	 y	 también	 podría	 aplicarse	 a	
otras	 nanopartículas	 de	 metales	 nobles,	 proporcionando	 un	 método	 de	
síntesis	mejorado	frente	a	las	alternativas	existentes.	
A	su	vez,	hemos	acoplado	de	forma	orientada	estas	nanopartículas	a	
un	 anticuerpo	 dirigido	 contra	 EGFR,	 diana	modelo	 en	 cáncer	 debido	 a	 su	
papel	 protagonista	 en	 la	 patogénesis	 y	 la	 progresión	 de	muchos	 tumores	
sólidos.	Estas	nanopartículas	dirigidas	han	demostrado	tanto	su	capacidad	
de	marcaje	 (por	 fluorescencia	 y	microscopía	 de	 campo	 oscuro)	 como	 sus	
propiedades	 citotóxicas	 en	 las	 células	 de	 carcinoma	 epidermoide	 A431.	





asociación	 de	 estas	 a	 técnicas	 espectroscópicas	 aprovechando	 su	 efecto	













Capítulo 3  
Nanopartículas de oro 
funcionalizadas con 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina 











método	 de	 síntesis	 in	 situ	 de	 nanopartículas	 de	 oro	 funcionalizadas	 en	
superficie	 con	 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina	 (APY).	APY	es	 una	molécula	
aminotiolada,	de	la	familia	de	las	pirimidinas,	similar	a	las	bases	de	los	ácidos	
desoxirribonucleicos.	El	grupo	tiol	del	derivado	orgánico	APY	se	quimisorbe	en	
la	 superficie	de	 la	nanopartícula	metálica	durante	el	proceso	de	 síntesis.	 Los	
anillos	 pirimidínicos	 protegen	 la	 superficie	 de	 la	 nanopartícula	 metálica,	




manera	 orientada,	 por	 el	 extremo	 carboxilo	 terminal.	 La	 zona	 de	
reconocimiento	 antigénica	 queda,	 por	 tanto,	 libre	 para	 interaccionar	 con	 su	
receptor.	 Adicionalmente,	 la	 carga	 positiva	 del	 grupo	 amino	 permite	 la	
conjugación	 de	 la	 nanopartícula	 con	 ácidos	 nucleicos,	 ya	 que	 estos	 poseen	
carga	negativa,	representando	una	herramienta	poderosa	en	la	terapia	génica.	
En	 el	 presente	 capítulo	 se	 han	 caracterizado	 estas	 nuevas	
nanopartículas	mediante	técnicas	espectroscópicas	y	de	microscopía.	Además,	
se	han	 llevado	a	cabo	estudios	que	revelan	 la	escasa	o	nula	citotoxicidad	del	
nanosistema,	 demostrando	 ser	 idóneas	 para	 aplicaciones	 biomédicas.	 Por	








organismo,	 conocido	 genéricamente	 como	 cáncer,	 es	 una	 de	 las	 principales	
causas	de	morbilidad	 y	mortalidad	en	el	mundo,	 con	más	de	14	millones	de	
nuevos	 casos	 y	 8,2	 millones	 de	 muertes	 relacionadas,	 según	 datos	 de	 la	




dificulta	 enormemente	 la	 lucha	 contra	 esta	 patología,	 siendo	 la	
heterogeneidad	de	la	enfermedad,	la	aparición	de	resistencias	a	fármacos	y	la	
toxicidad	sistémica	del	tratamiento,	los	principales	retos	a	los	que	se	enfrenta	
su	 terapéutica.159–161	 A	 los	 problemas	 derivados	 de	 la	 terapia	 se	 suman	 los	






este	 doble	 problema,	 gracias	 a	 su	 capacidad	 de	 anclar	 y	 transportar	 en	
superficie	activos	de	 interés	como,	por	ejemplo,	agentes	quimioterapéuticos,	
agentes	de	contraste	y/o	de	direccionamiento	e	 incluso	material	génico.163	A	
su	 vez,	 La	 capacidad	 de	 amplificar	 señales	 electromagnéticas	 a	 una	
determinada	 frecuencia	 dentro	 del	 espectro	 visible	 capacita	 a	 las	 AuNPs	 en	
aplicaciones	 ópticas	 como	 agente	 diagnóstico,	 de	 contraste	 o	 incluso	 en	
terapia	 antitumoral	 por	 hipertermia.30,164,165	 Este	 hecho,	 unido	 a	 su	
biocompatibilidad,	 posibilita	 el	 desarrollo	 de	 técnicas	 diagnósticas	 y	 de	
seguimiento	 no	 invasivas.	 En	 suma,	 la	 capacidad	 de	 transportar	 de	 manera	
dirigida	 activos	 terapéuticos	 de	 interés	 en	 superficie	 convierte	 a	 las	






Figura	 30.	 Esquema	 representativo	 de	 las	 diferentes	 aplicaciones	 de	 las	 AuNPs	 en	 la	
terapéutica	 del	 cáncer.	 Transporte	 de	 sustancias	 activas	 adsorbidas	 en	 superficie,	




La	 reducción	 química	 de	 una	 sal	 de	 oro	 en	 presencia	 de	 un	 agente	
estabilizante	es	 la	 técnica	más	habitual	para	obtener	suspensiones	coloidales	
de	AuNPs	dada	 su	 sencillez,	 versatilidad	y	bajo	 coste.	 El	 agente	estabilizante	
suele	 ser	 un	 ligando	 orgánico	 y,	 junto	 con	 el	 agente	 reductor,	 va	 a	 ser	
responsable	del	 tamaño	y	 la	 forma	 resultante	de	 las	nanopartículas.168	Entre	
los	 agentes	 estabilizantes	 más	 utilizados	 destacan	 las	 moléculas	 orgánicas	
tioladas,	ya	que,	debido	a	la	afinidad	del	azufre	por	el	oro,	éste	se	quimisorbe	
en	 la	 superficie	 de	 las	 AuNPs	 durante	 su	 formación.169	 En	 este	 capítulo	
usaremos	 como	 agente	 estabilizante	 un	 derivado	 tiolado	 de	 la	 pirimidina,	 la	
4,6-diamino-2-mercaptopirimidina,	 de	 ahora	 en	 adelante	 APY,	 siendo	 la	
primera	 vez	 que	 se	 describe	 su	 uso	 en	 la	 síntesis	 in	 situ	 de	 nanopartículas	
plasmónicas.	
Las	pirimidinas	poseen	importantes	propiedades	farmacológicas,	entre	
las	 que	 destacan	 su	 actividad	 antiviral,	 anticancerígena,	 antibacteriana	 y	
antifúngica.170,171	 Concretamente,	 los	 derivados	de	 2-mercaptopirimidina	 son	






AuNPs.	 No	 obstante,	 a	 pesar	 del	 interés	 de	 las	 AuNPs	 en	 aplicaciones	 de	
teragnosis,	y	de	la	relevancia	de	los	derivados	de	mercaptopirimidina,	apenas	
hay	 estudios	 descritos	 de	 AuNPs	 funcionalizadas	 con	 estos	 derivados,	 y	 solo	
uno	se	refiere	a	APY	y	lo	hace	como	agente	bactericida.173		
Como	 ya	hemos	mencionado	en	 capítulos	 anteriores,	 la	 vectorización	





amino	 en	 superficie.	 En	 este	 sentido,	 los	 grupos	 amino	 de	 APY	 permiten	 la	
unión	 de	 anticuerpos	 de	 direccionamiento	 mediante	 enlace	 covalente	 a	 su	





específicos.176	 La	 unión	 mediante	 enlace	 amida	 presenta	 una	 clara	 ventaja	













Como	 hemos	 mencionado	 anteriormente,	 una	 de	 las	 dianas	 más	
estudiada,	debido	a	su	alta	expresión	en	procesos	cancerígenos,	es	el	Receptor	
del	Factor	de	Crecimiento	Epidérmico	(EGFR,	de	sus	siglas	en	inglés).178	El	EGFR	
es	 una	 glicoproteína	 transmembrana	 con	 actividad	 tirosina	 quinasa,	 cuya	
activación	 desencadena	 una	 cascada	 de	 señales	 moleculares	 que	 provocan	




Partiendo	 de	 la	 premisa	 de	 que	 el	 desarrollo	 de	 tumores	 sólidos	 va	
ligado	 a	 procesos	 angiogénicos,	 y	 de	 que	 la	 permeabilidad	 de	 los	 nuevos	
capilares	 en	 torno	 al	 tumor	 es	 elevada	 debido	 a	 su	mayor	 fenestración,	 las	
nanopartículas	muy	pequeñas	(menores	a	100	nm)	son	capaces	de	extravasar	
esta	barrera	 y	 acumularse	de	 forma	pasiva	en	el	 tejido	 tumoral.	A	 su	 vez,	 si	









Figura	 32.	 Representación	 ideal	 de	 un	 tejido	 tumoral	 al	 que	 se	 han	 vectorizado	AuNPs	









exponencial	 de	 herramientas	 basadas	 en	 ingeniería	 genética	 en	 el	 futuro	
cercano	de	la	clínica.	Si	bien,	los	avances	en	esta	tecnología	se	ven	frenados	en	




de	 las	membranas	 biológicas.	 Además,	 también	 hay	 que	 tener	 en	 cuenta	 la	
hostilidad	del	ambiente	biológico	al	que	se	enfrenta	este	material	génico	hasta	
encontrar	 su	 célula	 diana.	 Este	 ambiente,	 repleto	 de	 DNAasas,	 entre	 otros	
mecanismos	que	persiguen	 su	degradación,	 hace	necesaria	 su	 encapsulación	
en	 vectores	 de	 transporte	 que	 aseguren	 su	 integridad	 bioquímica.	 En	 la	
literatura	 se	 encuentra	 ampliamente	 documentado	 que	 los	 virus	
recombinantes	 producen	 una	 buena	 transfección	 del	 DNA,	 sin	 embargo,	
presentan	 serios	 problemas	 de	 inmunogenicidad,	 carcinogenicidad	 e	
inflamación.	 181,182	 Estos	 desafíos	 se	 han	 tratado	 de	 solventar	 mediante	 el	
desarrollo	 de	 sistemas	 no	 virales	 basados	 en	 polímeros,	 dendrímeros	 y	
liposomas.	 No	 obstante,	 se	 trata	 de	 métodos	 menos	 eficientes	 que	 los	
sistemas	 virales.183	 En	 este	 sentido,	 los	 nanosistemas	 basados	 en	 AuNPs	 se	
presentan	 como	 una	 buena	 alternativa	 a	 los	 vectores	 virales	 y	
poliméricos.180,184,185	 Pese	 a	 ello,	 no	 existen	 antecedentes	 en	 la	 literatura	
científica	 del	 uso	del	 derivado	APY	en	AuNPs	 como	agente	 funcional	 para	 el	
transporte	de	material	genético.	
El	 objetivo	 del	 presente	 capítulo	 es	 sintetizar	 suspensiones	 coloidales	
de	 AuNPs	 con	 carga	 positiva	 gracias	 al	 recubrimiento	 in	 situ	 con	 derivados	
aminados	 de	 pirimidina.	 Se	 estudiará	 su	 morfología,	 propiedades	 físico-
químicas,	 estabilidad	 coloidal	 así	 como	 su	 funcionalidad	 en	 ambientes	
biológicos.	 Se	 evaluará	 la	 toxicidad	 del	 nanosistema	 optimizado	 mediante	
estudios	de	actividad	metabólica	en	ensayos	 in	vitro.	Por	último,	 se	evaluará	








Resultados y discusión 
Desarrollo de un sistema coloidal de AuNPs funcionalizadas con 4,6-
diamino-2-mercaptopirimidina (Au@APY) 
Basándonos	 en	 los	 buenos	 resultados	 obtenidos	 para	 la	 síntesis	 de	
nanopartículas	 de	 plata	 funcionalizadas	 con	 tioles	 cortos	 (véase	 Capítulo	 2),	
decidimos	 evaluar	 la	 metodología	 general	 de	 síntesis	 descrita	 sustituyendo	
tanto	 el	metal	 noble	 como	 el	 recubrimiento	 funcional	 tiolado,	 por	 oro	 y	 un	
derivado	 aminado	 de	 mercaptopiridina,	 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina	
(APY),	respectivamente.		
En	 primer	 lugar,	 se	 evaluaron	 las	 condiciones	 de	 producción	
consideradas	 críticas	 para	 el	 método	 general	 de	 síntesis,	 como	 son	 la	





en	 las	 condiciones	 de	 síntesis	 para	 optimizar	 la	 estabilidad,	 dispersión	 de	
tamaño	 y	 forma	de	 las	 nanopartículas	 desarrolladas	 en	 el	 presente	 capítulo,	
como	veremos	a	continuación.		
Tanto	 las	 fuentes	 bibliográficas	 como	 los	 resultados	 obtenidos	 por	
nuestro	 grupo	 de	 investigación,	 véase	 el	 capítulo	 2	 ó	 el	 caso	 de	 la	
tiopronina,186	 revelan	 que	 en	 la	 mayoría	 de	 los	 casos	 la	 relación	 óptima	
[derivado	 tiolado	 :	metal]	 es	 de	 [3:1].	 Sin	 embargo,	 en	 el	 caso	 del	 derivado	
orgánico	APY	frente	al	oro	la	relación	[0,5:1]	condujo	a	la	suspensión	coloidal	




de	 que	 APY	 sea	más	 voluminoso	 que	 ligandos	 orgánicos	 tiolados	 como,	 por	






















Figura	 34.	 Fotografías	 representativas	 de	 los	 distintos	 estadios	 intermedios	 durante	 el	
proceso	 de	 síntesis	 de	 Au@APY.	 1.	 Solución	 de	 APY	 en	 DMF;	 2.	 Complejo	 Au/APY	 en	
DMF;	 3.	 Suspensión	 coloidal	 de	 nanopartículas	 tras	 la	 reducción	 con	 borohidruro;	 4.	
Pellet	 del	 sistema	 coloidal	 tras	 floculación	 con	 acetona	 y	 centrifugación	 suave;	 5.	
Suspensión	del	sistema	coloidal	en	agua	Milli-Q	tras	el	proceso	de	purificación.	
	
El	 espectro	 de	 UV-Vis	 de	 Au@APY	 presenta	 un	 plasmón	 superficial	





Figura	 35.	 Espectro	 de	 UV-Vis	 del	 coloide	 resultante	 para	 la	 síntesis	 de	 las	
nanopartículas	 Au@APY.	 Se	 manifiesta	 el	 plasmón	 de	 superficie	 con	 un	 máximo	 a	









§ El análisis por TEM, STEM y EDX muestra que Au@APY es 
cristalino, de reducido tamaño, altamente monodisperso y 
extensamente recubierto en derivado orgánico 
A	 continuación,	 realizamos	 un	 análisis	 por	 TEM	 con	 objeto	 de	
caracterizar	el	tamaño	y	la	morfología	de	Au@APY.	A	la	vista	de	los	resultados	
obtenidos	por	TEM	la	muestra	de	Au@APY	está	formada	por	nanopartículas	de	
tamaño	 uniforme	 y	 diámetro	 medio	 en	 torno	 a	 5	 nm	 (Fig.	 36).	 Las	
nanopartículas	son	cristalinas,	como	se	evidencia	en	la	 imagen	insertada	(Fig.	
36a),	donde	se	presenta	el	diagrama	de	difracción	de	electrones,	cuya	forma	
de	 anillos	 indica	 que	 el	 tamaño	 de	 los	 dominios	 cristalinos	 es	 nanométrico.	
Cada	 anillo	 representa	 una	 familia	 de	 planos	 de	 los	 dominios	 cristalinos	
difractados.	 En	 la	 figura	 36b	 se	 ha	marcado	 el	 espaciado	 interplanar	 de	 los	
planos	(2	0	0)	del	oro.	Conjuntamente,	se	muestra	en	detalle	una	ampliación	
de	 una	 de	 las	 nanopartículas	 donde	 se	 aprecia	 el	 contraste	 debido	 a	 la	
geometría	icosaédrica	de	la	misma.	Además	se	obtuvieron	imágenes	en	modo	
STEM,	en	este	caso	el	contraste	de	la	micrografía	se	obtiene	directamente	del	












debido	 a	 que	 están	 formadas	 por	 átomos	 muy	 ligeros	 que	 ofrecen	 poco	









Figura	 37.	 Microcaracterización	 y	 microanálisis	 de	 la	 suspensión	 coloidal	 de	
nanopartículas	 Au@APY.	 (a)	 (c)	 y	 (e)	 Imágenes	 STEM	mostrando	 en	 rojo	 el	 punto	 del	







largo	 de	 la	 línea.	 El	 primer	 punto	 corresponde	 al	 espectro	 presentado	 en	 la	
figura	 37b.	 En	 el	 espectro	 se	 observan	 las	 líneas	 de	 oro,	 azufre,	 carbono	 y	
nitrógeno,	además	de	las	líneas	de	cobre	de	la	rejilla.	En	este	punto	apenas	se	
detecta	azufre	ni	nitrógeno,	sólo	se	ven	claras	las	líneas	de	oro.	En	el	espectro	
correspondiente	 al	 punto	 número	 3,	 que	 delimita	 el	 borde	 de	 la	 segunda	
nanopartícula,	 se	 aprecian	 dos	 pequeños	 picos,	 uno	 de	 azufre	 y	 otro	 de	
nitrógeno.	 El	 espectro	 correspondiente	 al	 punto	 número	 4	 de	 nuevo	 revela	
que	 sólo	 encontramos	 los	 picos	 correspondientes	 al	 oro.	 En	 el	 interior	 de	 la	
misma,	 la	 relación	 Au:APY	 es	 mayor,	 por	 eso	 se	 observa	 en	 su	 mayoría	 la	




§ El análisis FTIR de Au@APY demuestra que el derivado orgánico 
está anclado a la superficie por el grupo tiol dejando libre los grupos 
amino  
Con	 objeto	 de	 evaluar	 la	 funcionalización	 superficial	 del	 coloide	 se	
procedió	a	su	estudio	mediante	espectroscopía	de	infrarrojo.	La	comparación	
de	 los	 espectros	 FTIR	 de	 APY	 y	 Au@APY	 (Fig.	 38),	 demuestra	 claramente	 la	
funcionalización	de	las	nanopartículas	con	APY	durante	el	proceso	de	síntesis.	
El	espectro	de	APY	corresponde	a	una	mezcla	de	sus	dos	tautómeros	(Fig.	38	–	










Como	 cabría	 esperar,	 las	 vibraciones	 características	 del	 tautómero	 2	
(NHδ	a	1712	cm-2	y	C=S	st	a	1332	cm-1)	desaparecen	en	Au@APY,	puesto	que	
sólo	el	tautómero	1	puede	unirse	a	las	nanopartículas,	y	el	exceso	de	APY	no	
anclado	 al	 metal	 se	 ha	 eliminado	 durante	 el	 proceso	 de	 purificación	 de	 las	







§ El estudio por DLS de Au@APY presenta un sistema coloidal de 
pequeño diámetro y elevado ζ  




de	 luz	 (DLS)	 tanto	 en	medio	 acuoso	 como	 en	 tampón	MES,	 ya	 que	 en	 este	
último	 se	 realiza	 la	 conjugación	 de	 las	 nanopartículas	 al	 anticuerpo	 de	
direccionamiento.		
De	 acuerdo	 a	 los	 valores	 de	 ζ	 obtenidos	 (Tabla	 3)	 las	 nanopartículas	
presentan	elevada	estabilidad	tanto	en	agua	como	en	tampón	MES.	En	ambos	
casos	el	 valor	absoluto	del	 ζ	es	 superior	a	 |30	mV|,	 valor	mínimo	establecido	
para	 considerar	 optimo	 un	 coloide	 en	 aplicaciones	 biomédicas.188	 La	 carga	
superficial	 positiva	 corrobora	 los	 resultados	 obtenidos	 en	 la	 caracterización	
por	FTIR,	es	decir,	que	la	superficie	de	las	nanopartículas	se	ha	funcionalizado	
correctamente	con	APY	durante	su	síntesis.	La	carga	positiva	se	debe	a	que	los	



















es	 también	 mayor,	 aunque	 el	 ζ	 resulte	 menor	 debido	 a	 un	 descenso	 en	 la	
movilidad	como	resultado	del	aumento	de	tamaño	de	la	molécula	solvatante.	
De	 hecho,	 al	 comparar	 la	 distribución	 de	 tamaños	 de	 las	 nanopartículas	 en	
ambos	medios	se	observa	que	esta	es	más	estrecha	en	la	suspensión	en	MES	
que	en	la	de	agua.	
Cabe	 mencionar	 que	 los	 valores	 obtenidos	 cumplen	 los	 requisitos	
establecidos	en	aplicaciones	biomédicas,	DH	<	200nm,	valor	crítico	a	partir	del	
cual	 pueden	 formarse	 trombos	 cuando	 las	 nanopartículas	 circulan	 por	 los	
vasos	sanguíneos.190	
	
§ El sistema Au@APY presenta elevada estabilidad en un amplio 
rango de pH, incluido el fisiológico 
Para	 evaluar	 la	 estabilidad	 de	 las	 nanopartículas	 en	 medio	 acuoso	
frente	a	variaciones	de	pH,	éste	se	modificó	en	el	intervalo	comprendido	entre	
2	 y	 9,	 registrándose	 los	 desplazamientos	 en	 el	 plasmón	 que	 indican	 si	 se	
produce	agregación	 (desplazamiento	a	mayores	 longitudes	de	onda	y	bajada	
de	 intensidad)	 o	 estabilización	 (desplazamiento	 a	menor	 longitud	 de	 onda	 y	
elevación	de	la	intensidad	en	el	máximo	de	absorción).191		
Los	resultados	de	este	estudio	muestran	que	las	Au@APY	son	estables	
en	 un	 amplio	 rango	 de	 pH,	 comenzando	 a	 desestabilizarse	 a	 valores	 de	 pH	
superiores	 a	8,	que	 coincide	 con	el	pKa	esperado	por	 la	presencia	de	grupos	
amino	 en	 superficie	 (pKa~9).	 La	 desestabilización	 se	 percibe	 tanto	 por	 los	
espectros	 de	 UV-Vis	 (Fig.	 38),	 como	 a	 simple	 vista,	 ya	 que	 la	 suspensión	






Figura	 39.	 Ensayo	 de	 estabilidad	 de	Au@APY	 a	 diferentes	 pH	 (2-9).	 Espectros	UV-Vis	 y	
fotografía	 de	 las	 suspensiones	 coloidales	 (imagen	 inserta).	 El	 pH	 de	 la	 suspensión	 se	
ajustó	adicionando	las	cantidades	necesarias	de	NaOH	(0,1	M)	ó	HCl	(0,1	M).	
	
Este	 fenómeno	 de	 desestabilización	 es	 una	 consecuencia	 de	 la	
naturaleza	 de	 los	 grupos	 amino	 que	 funcionalizan	 las	 nanopartículas,	 como	
sucedía	 con	 las	 nanopartículas	 descritas	 en	 el	 Capítulo	 2.	 Los	 grupos	 amino	
tienen	un	comportamiento	básico,	y	se	protonan	a	pH	inferior	a	su	pKa.	Si	el	
medio	 dispersante	 presenta	 un	 pH	mayor	 que	 su	 pKa,	 este	 grupo	 pierde	 la	
carga	 positiva	 y	 las	 nanopartículas	 dejan	 de	 repelerse	 entre	 sí,	 como	
consecuencia	se	desestabiliza	el	sistema	llegando	a	flocular	y/o	agregar.		
	
§ La BSA es un excelente agente de recubrimiento para el sistema 
Au@APY 
La	evaluación	de	la	estabilidad	de	las	nanopartículas	se	ha	completado	
con	 un	 estudio	 de	 posibles	 agentes	 de	 recubrimiento,	 tanto	 con	 polímeros	
sintéticos	 como	 con	 biopolímeros,	 ya	 que	 una	 vez	 funcionalizadas	 las	




los	 grupos	 funcionales	 remanentes	 en	 superficie	 para	 evitar	 uniones	
inespecíficas	 en	 los	 ensayos	 biológicos.	 Además	 de	 la	 pasivación,	 el	
recubrimiento	con	polímeros	también	tiene	la	ventaja	de	aumentar	aún	más	la	
estabilidad	de	 las	nanopartículas	en	 suspensión,	 ya	que	aporta	estabilización	
por	 impedimento	 estérico.	 Los	 polímeros	 y	 biopolímeros	 ensayados	 fueron:	
PEG,	PVP,	BSA	y	Proteína	A.	Los	tres	primeros	se	eligieron	por	ser	comunes	en	
el	campo	de	aplicación,	debido	a	su	estabilidad	y	biocompatibilidad.	Por	otro	
lado,	 la	 elección	 de	 la	 proteína	 A	 se	 debe	 a	 la	 capacidad	 de	 esta	 de	 unir	
anticuerpos	 sin	 la	 necesidad	 de	 usar	 reacciones	 de	 acoplamiento.	 El	 efecto	




Figura	 40.	 Espectros	 UV-Vis	 de	 las	 suspensiones	 acuosas	 de	 Au@APY	 tras	 recubrir	 con	




aumentan	 la	 absorbancia	 respecto	 al	 control	 de	 las	 Au@APY	 desnudas.	 El	
aumento	de	absorbancia	se	relaciona	con	la	estabilidad	coloidal.	Esto	se	debe	
a	 que	 a	 la	 estabilización	 por	 repulsión	 electrostática,	 propia	 de	 nuestras	
nanopartículas,	 se	 suma	 la	 repulsión	 estérica	 que	 proporciona	 el	 agente	 de	
recubrimiento.	 Por	 otro	 lado,	 las	 nanopartículas	 recubiertas	 con	BSA	 son	 las	





todo	ello,	 se	 ha	 considerado	 la	BSA	 como	el	mejor	 agente	de	 recubrimiento	
para	Au@APY,	siendo	por	tanto	este	el	agente	de	recubrimiento	seleccionado	
para	los	siguientes	experimentos.		
Una	 vez	elegido	el	 recubrimiento	 se	procedió	a	 su	optimización.	 Para	
ello,	 se	 ensayaron	 diferentes	 concentraciones	 finales	 de	 BSA,	 con	 el	 fin	 de	
establecer	 la	 concentración	 mínima	 necesaria	 para	 asegurar	 el	 completo	
recubrimiento	 de	 nuestro	 coloide	 sometiendo	 las	muestras	 a	 choque	 iónico	
con	 tampón	 PBS.	 La	 eficiencia	 del	 recubrimiento	 se	 estimó	 en	 base	 al	
desplazamiento	del	plasmón	tras	el	choque	iónico.	En	la	figura	41	se	muestran	
los	 resultados	 obtenidos	 por	 espectrofotometría	 UV-Vis.	 En	 el	 caso	 de	 las	
nanopartículas	desnudas	(plasmón	a	520	nm),	el	plasmón	se	desplaza	a	mayor	
longitud	 de	 onda	 (580	 nm)	 al	 adicionar	 PBS,	 indicando	 la	 desestabilización	
parcial	 de	 las	mismas.	 En	 cambio,	 el	 desplazamiento	es	poco	 significativo	en	
las	 recubiertas	 con	 BSA,	 corroborando	 un	 cambio	 de	 las	 condiciones	
superficiales	 de	 las	 nanopartículas	 por	 el	 propio	 recubrimiento,	más	 que	 un	







Figura	41.	 Espectros	UV-Vis	 de	 las	nanopartículas	 funcionalizadas	 con	BSA	a	diferentes	




Para	 confirmar	 que	 el	 recubrimiento	 elegido	 como	óptimo	 realmente	
estabilizaba	las	nanopartículas	se	registraron	micrografías	de	estas	recubiertas	
con	BSA	(0,1	%	p/v)	por	TEM.	Como	se	observa	en	la	figura	42,	la	suspensión	es	










Au@APY demuestra propiedades excepcionales en ensayos in v i tro 
Como	mencionamos	 en	 el	 capítulo	 anterior,	 la	 posibilidad	 de	 formar	
enlaces	amida	con	los	grupos	amino	de	la	superficie	de	la	nanopartícula	cobra	





interaccionar	 con	moléculas	de	DNA,	produciendo	 la	 condensación	de	este	y	
permitiendo	 la	 transfección	 del	 mismo,	 a	 la	 vez	 que	 lo	 protege	 de	 la	
degradación.	
	
§ El Acoplamiento de anti-EGFR a Au@APY de forma dirigida es 
clave 
Para	nuestros	ensayos	hemos	usado	un	anticuerpo	de	reconocimiento	
de	 EGFR,	 diana	 modelo	 de	 direccionamiento	 en	 cáncer	 debido	 a	 su	 alta	














Figura	 43.	 Representación	 esquemática	 de	 la	 unión	 covalente	 de	 los	 anti-EGFR	 a	 las	
nanopartículas	Au@APY.	
	
En	 primer	 lugar	 una	 carbodiimida	 soluble	 en	 agua,	 EDC,	 activa	 los	
carboxilos	 terminales	 de	 los	 anticuerpos	 formándose	 un	 compuesto	
intermedio	inestable	(O-acilsourea).	La	EDC	se	utilizó	en	tándem	con	NHS	para	




exceso	 de	 anticuerpo	 para	 garantizar	 la	 máxima	 funcionalización	 de	 las	
nanopartículas.107	
El	 conjugado	 formado	 es	 irreversible	 y	 muy	 estable,	 pudiéndose	
mantener	 en	 frío	 durante	 semanas	 sin	 aparecer	muestras	 de	 degradación	ni	
formación	de	precipitado.	Los	cambios	ópticos	de	las	Au@APY	percibidos	en	el	
espectro	UV-Vis	tras	la	reacción	de	acoplamiento,	indican	la	unión	de	los	anti-
EGFR	 a	 la	 superficie	 de	 las	 mismas;	 el	 plasmón	 se	 desplaza	 a	 mayores	
longitudes	de	onda,	aproximadamente	30	nm	(Fig.	44).	Estos	cambios	ópticos	






Figura	 44.	 Espectros	 UV-Vis	 de	 la	 conjugación	 Au@APY-anti-EGFR,	 evidenciando	 un	
desplazamiento	del	LSPR	tras	el	acoplamiento	del	anticuerpo.		
	
Una	 vez	 purificado	 el	 conjugado	 nanopartícula-anticuerpo,	 este	 se	
resuspende	en	una	suspensión	de	BSA	al	0,1%,	para	pasivar	la	superficie	libre	
evitando	 interacciones	 inespecíficas	 con	 el	 entorno	 biológico	 en	 posteriores	
ensayos.	
	
§ Au@APY no presentan citotoxicidad a las dosis estudiadas 
Para	 evaluar	 la	 posible	 citotoxicidad	 del	 sistema	 desarrollado	 se	
incubaron	diferentes	líneas	celulares,	tanto	tumorales	como	no	tumorales,	con	
concentraciones	crecientes	 (1-100	µg/mL)	de	 las	nanopartículas.	Como	 líneas	
celulares	se	usaron	fibroblastos	dérmicos	humanos	(HDF)	-	control	modelo	de	
célula	 no	 tumoral	 -,	 una	 línea	 de	 carcinoma	 epidermoide	 (A431)	 -	 que	











reducida	 y	 altamente	 fluorescente	 resorufina	 (rojo).	 La	 fluorescencia	
resultante	es	directamente	proporcional	a	la	cantidad	de	células	vivas.		
Los	resultados	mostraron	(Fig.	45)	que	a	las	concentraciones	de	trabajo	










En	 general,	 los	 nanomateriales	 que	 mantienen	 más	 del	 80%	 de	 la	
viabilidad	 celular	 se	 consideran	 seguros	 para	 su	 uso	 en	 aplicaciones	
biológicas.157	 Para	 las	 líneas	 celulares	 estudiadas	 la	 supervivencia	 celular	 no	
decae	 del	 80%	 hasta	 superado	 los	 50	 µg/mL.	 Esta	 concentración	 no	 será	
rebasada	 en	 ningún	 momento	 en	 los	 posteriores	 ensayos	 de	 transfección	




beneficio	 proporcionado	 por	 el	 uso	 de	 las	 nanopartículas	 como	 sistema	 de	
transfección.		
	
§ Las Au@APY son endocitadas en mayor medida por las células que 
sobreexpresan EGFR 
La	 línea	 celular	 de	 carcinoma	 epidermoide	 A431	 es	 un	 reputado	
modelo	de	estudio	de	EGFR	debido	a	 la	alta	expresión	que	presenta	de	este	
receptor.153	 Antes	 de	 abordar	 el	 comportamiento	 de	 nuestro	 nanosistema	
marcado	con	anti-EGFR,	estudiamos	 la	cinética	de	endocitosis	del	anticuerpo	
de	 reconocimiento	 mediante	 microscopía	 de	 fluorescencia,	 gracias	 a	 que	 el	
anticuerpo	está	marcado	en	verde	con	AlexaFluor	488	(Fig.	46).	
	







A	 la	 vista	 de	 los	 resultados,	 la	 cinética	 de	 entrada	 del	 anti-EGFR	 por	
endocitosis	 mediada	 por	 receptor	 es	 de	 unas	 2	 h	 (Fig.	 46D).	 Con	 esta	
información,	 evaluamos	 la	 capacidad	 de	 las	 células	 A431	 de	 internalizar	
Au@APY-anti-EGFR	 marcado	 con	 Alexa	 Fluor	 488	 mediante	 microscopía	
confocal	de	fluorescencia	(Fig.	47).	A	las	3	h	se	observa	que	las	nanopartículas	
Au@APY	dibujan	el	contorno	celular	en	 la	misma	disposición	que	el	 receptor	
de	 EGFR	 en	 estado	nativo,	 destacándose	un	 inicio	 de	 señal	 en	 el	 citoplasma	
celular	que	 incrementa	en	periodos	de	 incubación	más	prolongados.	La	señal	
fluorescente	 en	 el	 contorno	 celular	 confirma	 la	 unión	 del	 anti-EGFR	 a	 sus	





con	 Au@APY-anti-EGFR	 a	 las	 3h	 tras	 la	 incubación	 con	 Au@APY-aEGFR.	 Los	 núcleos	
teñidos	con	Hoechst	se	ven	en	azul,	el	anti-EGFR	marcado	con	Alexa	flúor	488	en	verde.	
	
Los	 resultados	 observados	 en	 microscopía	 de	 campo	 oscuro	 se	
muestran	 en	 la	 figura	 48.	 Como	 se	 observa	 en	 la	 imagen,	 a	 las	 3	 h	 de	










en	 azul;	 las	 nanopartículas	 en	 dorado,	manifestación	 de	 su	 plasmón	 de	 superficie.	 Las	
imágenes	 a	 y	 b	 corresponden	 a	 la	 misma	 muestra,	 siendo	 b	 el	 detalle	 de	 una	 célula	
aislada	y	sin	agregados	grandes	de	nanopartículas.		
	
Las	 imágenes	 confirman	 la	 posible	 aplicación	 de	 Au@APY	 en	 el	
direccionamiento	 selectivo	 de	 fármacos	 hacia	 células	 cancerígenas	 con	
sobreexpresión	de	EGFR.	Esto	evitaría	 la	toxicidad	sistémica	provocada	por	 la	
quimioterapia	 actual.	 Al	 mismo	 tiempo,	 podrían	 servir	 como	 agentes	 de	
contraste	 gracias	 a	 los	 fenómenos	 ópticos	 provocados	 por	 su	 plasmón	 de	
superficie.		
	
El Sistema Au@APY es idóneo para transfectar y expresar DNA plasmídico 
Para	 estudiar	 la	 capacidad	 transfectiva	 del	 sistema	 Au@APY	
procedimos	a	la	condensación	de	un	DNA	plasmídico	modelo,	en	este	caso	un	
plásmido	 que	 codifica	 la	 proteína	 GFP	 (pGFP),	 con	 las	 nanopartículas.	 La	
proteína	 que	 codifica	 este	 plásmido	 emite	 fluorescencia,	 este	 hecho	 nos	
permite	no	sólo	confirmar	que	se	ha	producido	 la	 transfección,	sino	también	










para	 la	 vectorización	 de	 ácidos	 nucleicos,	 tanto	 por	 su	 superficie	 catiónica	
como	por	su	reducido	tamaño.	Además,	la	reducción	del	tamaño	se	traduce	en	
un	 aumento	de	 la	 superficie	 específica	del	material	 y,	 por	 tanto,	más	 cargas	
positivas	 disponibles	 para	 interaccionar	 frente	 a	 lo	 que	 sucede	 con	
nanopartículas	de	mayor	tamaño.184,193	
	
§ El ensayo de retardo en gel para Au@APY muestra una buena 
capacidad de carga de DNA  
La	electroforesis	en	gel	de	agarosa,	técnica	ampliamente	utilizada	para	
analizar	 DNA	 en	 base	 a	 su	 tamaño,	 permite	 también	 establecer	 si	 una	











Figura	 49.	 Ensayo	 de	 condensación	 de	 pDNA	 por	 Au@APY.	 Electroforesis	 retardada	 en	





frente	 a	 DNA.	 Este	 valor	 se	 modificará	 en	 siguientes	 experimentos	 para	
alcanzar	 un	 compromiso	 en	 función	 del	 grado	 de	 expresión	 de	 pGFP	 y	 las	
condiciones	óptimas	de	cultivo.		
	
§ El sistema de transfección optimizado, basado en Au@APY, no 
presenta citotoxicidad 
Dos	de	los	métodos	más	extendidos	para	la	transfección	de	DNA	son	la	
lipofección	 y	 el	 uso	 de	 polímeros	 catiónicos	 como	 la	 Polietilenimina	 (PEI),	









carecen,	 una	 vez	 formado	 el	 conjugado	 con	 el	 DNA	 condesando,	 de	 un	
recubrimiento	 externo	 que	 permita	 la	 correcta	 transfección	 del	 plásmido	
deseado	en	 las	células.	De	acuerdo	con	esto,	desarrollamos	una	metodología	
que	 combinara	 las	 ventajas	 de	 las	 nanopartículas	 Au@APY	 y	 la	 capacidad	
contrastada	 del	 PEI	 para	 transfectar	 de	 manera	 eficiente	 material	 génico,	
eliminando	los	posibles	efectos	citotóxicos	que	este	último	presenta.	Para	ello,	
incubamos	 las	 nanopartículas	 Au@APY	 con	 el	 DNA	 plasmídico	 para	
seguidamente	adicionar	PEI	y	finalizar	el	proceso	con	un	choque	salino	de	NaCl	
150	 mM.	 El	 sistema	 resultante,	 Au@APY/PEI+NaCl,	 se	 purifica	 mediante	








Figura	50.	 Ensayo	de	viabilidad	AlamarBlue®	 de	Au@APY	 frente	al	polimérico	 catiónico	
PEI+NaCl	en	la	línea	celular	H460.	Tiempo	de	ensayo	48	h.	La	DL50	del	PEI+NaCl	es	13,21	














Figura	 51.	 Ensayo	 de	 viabilidad	 AlamarBlue®	 del	 sistema	 de	 transfección	
Au@APY/PEI+NaCl	 purificado	mediante	 centrifugación	 (línea	 azul)	 y	 sin	 purificar	 (línea	
roja)	en	la	línea	celular	H460.	Tiempo	de	ensayo	48	h.	La	DL50	del	sistema	sin	purificar	es	








§ La relación expresión de pGFP / toxicidad de nuestro sistema es 
muy superior a la de los sistemas convencionales 










cualitativa,	 por	 microscopía	 de	 fluorescencia,	 como	 cuantitativa,	 por	
citometría	de	flujo.		
En	 la	 figura	 52	 se	 muestra	 una	 representación	 porcentual	 del	
rendimiento	 de	 transfección	 evaluado	 mediante	 citometría	 de	 flujo,	
cuantificando	la	fluorescencia	verde	generada	por	la	GFP	funcional	en	la	línea	
celular	 H460.	 Si	 bien,	 los	 datos	 revelan	 que	 los	 mayores	 rendimientos	 de	
transfección	se	obtienen	con	el	polímero	catiónico	PEI	tras	choque	salino,	 los	
resultados	 de	 viabilidad	 demostraron	 que	 el	 sistema	 es	 extremadamente	





Figura	52.	Eficiencia	de	 la	 transfección	de	pGFP	en	 la	 línea	celular	H460	con	diferentes	




Si	 bien	 a	 una	 concentración	 de	 10	 µg/mL	 el	 rendimiento	 de	 la	
transfección	es	muy	similar	tanto	para	el	sistema	basado	en	las	nanopartículas	
Au@APY	como	para	el	PEI,	la	viabilidad	del	cultivo	de	este	último	desciende	a	
un	 70	 %,	manteniéndose	 en	 el	 100%	 para	 las	 nanopartículas.	 Así	 mismo,	 al	
doble	de	concentración	del	sistema	de	transfección,	20	µg/mL,	el	rendimiento	







que	 dieron	 mayor	 rendimiento	 de	 transfección,	 es	 decir,	 PEI+NaCl,	
Lipofectamina	2x	y	Au@APY/PEI+NaCl.	Las	células	muertas	se	eliminan	tras	los	
respectivos	 lavados	 previos	 a	 la	 citometría,	 quedando	 sólo	 las	 células	 vivas,	
que	 expresen	 o	 no	 la	 proteína	 GFP	 y,	 por	 tanto,	 el	 valor	 de	 rendimiento	
obtenido	 por	 citometría	 de	 flujo	 puede	 ser	muy	 elevado	 pero	 no	 tendrá	 en	






10X.	 Las	 células	 se	 trataron	 una	 vez	 alcanzado	 el	 80%	 de	 confluencia,	 evaluándose	 la	
fluorescencia	transcurridas	48	h	del	inicio	del	tratamiento.	
	
Por	 tanto,	 podemos	 concluir	 que	 la	 carencia	 de	 toxicidad	 de	 nuestro	
sistema	de	transfección	 lo	sitúa	como	una	excepcional	alternativa	a	 tener	en	













El	 análisis	 físico-químico	 muestra	 que	 las	 nanopartículas	 obtenidas	
presentan	 baja	 polidispersión	 y	 reducido	 tamaño	 (~5	 nm).	 Asimismo,	 el	
sistema	Au@APY	demuestra	elevada	estabilidad	coloidal	en	medio	acuoso	en	
un	amplio	rango	de	pH,	gracias	a	su	elevado	ζ (60 mV).		





La	 exposición	 de	 cultivos	 celulares	 a	 grandes	 concentraciones	 de	
Au@APY	 no	 presenta	 efectos	 tóxicos	 significativos.	 Este	 hecho,	 unido	 a	 las	
propiedades	ópticas	 ligadas	al	plasmón	de	superficie	y	a	 la	 selectividad	de	 la	
vectorización	 mediada	 por	 anticuerpos	 constituye	 a	 Au@APY	 en	 un	
excepcional	candidato	en	futuros	ensayos	como	agente	teragnóstico.		
La	presencia	de	grupos	amino	en	la	superficie	de	las	nanopartículas	las	
convierte	 en	 una	 potente	 herramienta	 para	 la	 terapia	 génica	 del	 cáncer,	 ya	
que	 permiten	 unir	 y	 compactar	 ácidos	 nucleicos	 mediante	 interacción	
electrostática.	 Utilizando	 un	 sistema	 basado	 en	 estas	 nanopartículas	 se	 ha	
logrado	 transfectar	 un	 plásmido	 que,	 tras	 su	 internalización	 en	 la	 célula,	 ha	
demostrado	 ser	 funcional.	 Nuestro	 sistema	 de	 transfección	 presenta	 la	




















Capítulo 4.  
Nanopartículas de plata 
funcionalizadas con 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina  













El	 uso	 de	 las	 nanopartículas	 de	 plata	 como	 antiséptico	 está	 muy	
extendido	 debido	 a	 su	 capacidad	 antibacteriana,	 antifúngica,	 antiviral	 y	
antiparasitaria.	 No	 obstante,	 actualmente	 su	 uso	 está	 en	 entredicho	 por	 los	
demostrados	 efectos	 tóxicos	 que	 pueden	 acarrear	 en	 el	 organismo.	 Si	 bien,	
esta	capacidad	citotóxica	puede	ser	de	gran	utilidad	en	la	terapia	del	cáncer	si	
se	 consigue	 dirigir	 estas	 nanopartículas,	 de	 manera	 específica,	 a	 células	
tumorales.		
Por	otro	lado,	el	anillo	de	pirimidina	es	un	importante	componente	de	
los	 ácidos	nucleicos	que	 se	encuentra	 también	en	numerosas	moléculas	que	
presentan	 actividad	 antiviral,	 anticancerígena,	 antibacteriana	 y	 antifúngica.	
Específicamente,	 muchos	 derivados	 de	 la	 2-mercaptopirimidina	 son	 capaces	
de	 inhibir	 la	 síntesis	 de	 RNA	 de	 transferencia	 	 lo	 que	 los	 convierte	 en	
prometedores	agentes	quimioterapéuticos.		
Como	 se	 describe	 en	 este	 capítulo,	 en	 esta	 tesis	 se	 han	 sintetizado	
satisfactoriamente	nanopartículas	de	plata	funcionalizadas	con	un	derivado	de	
la	 2-mercaptopirimidina,	 el	 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina.	 Así	mismo,	 se	
aprovechó	 la	 alta	 densidad	 de	 grupos	 amino	 que	 estas	 nanopartículas	
presentan	 en	 superficie	 para	 anclar	 de	 manera	 orientada	 un	 anticuerpo	
extensamente	usado	como	agente	de	direccionamiento	 tumoral.	Finalmente,	




















1897,	 año	 en	 el	 cual	 se	 comercializa	 un	 producto	 con	 aplicaciones	médicas,	
basado	en	una	 suspensión	coloidal	de	AgNPs	de	un	 tamaño	promedio	de	10	
nm	y	que	recibía	el	nombre	de	Collargol.	Las	distintas	formulaciones	basadas	
en	 AgNPs	 indicadas	 en	 el	 tratamiento	 de	 heridas	 crónicas,	 úlceras	 y	
quemaduras	 se	 fueron	 popularizando	 como	 alternativa	 al	 nitrato	 de	 plata	
debido	 a	 los	 efectos	 secundarios	 que	 este	 último	 presentaba	 (irritación,	
naturaleza	cáustica,	ennegrecimiento	de	la	piel	y	desequilibrio	electrolítico).195	
Hoy	 día,	 podemos	 encontrar	 AgNPs	 en	 vendajes,	 apósitos,	 pomadas,	 ropa	 o	





estas	 nanopartículas	 presentan.	 En	 la	 actualidad,	 las	 AgNPs	 juegan	 un	 papel	
protagonista	en	el	desarrollo	de	 sensores	 y	 técnicas	diagnósticas	basadas	en	
resonancia	 plasmónica,	 ya	 que	 son	 mucho	 más	 sensibles	 que	 las	 técnicas	
convencionales.197	 Estos	 avances	 han	 incrementado	 el	 interés	 del	 uso	 de	 las	
AgNPs	en	el	área	de	la	biomedicina	para	el	desarrollo	de	nuevos	nanosistemas	
teragnósticos,	es	decir,	aquellos	nanosistemas	con	funciones	duales	tanto	para	
el	 diagnóstico	 como	 para	 el	 tratamiento	 de	 enfermedades,	 más	 allá	 de	 su	
propiedades	antisépticas.		
Este	creciente	interés	en	las	AgNPs	ha	llevado	a	investigadores	de	todo	









variantes	de	efectos	 tóxicos	que	presentan	 las	AgNPs	es	 su	 comportamiento	
similar	 a	 un	 “caballo	 de	 Troya”.	 De	 esta	 forma,	 el	 nanosistema	 entra	 en	 las	
células	mediante	procesos	de	internalización	inespecíficos	como	la	fagocitosis,	
que	permite	el	transporte	de	estas	nanopartículas	hasta	el	citoplasma	celular	
por	 vía	 lisosómica.	 El	 ambiente	 ácido	 de	 estos	 compartimentos	 favorece	 la	
liberación	 de	 iones	 Ag+,	 responsables	 de	 la	 generación	 de	 ROS	 que	 afecta	 a	
diferentes	orgánulos	y	biomoléculas,	como	los	lípidos	de	membrana,	la	cadena	
respiratoria	o	incluso	al	DNA.	Todos	estos	efectos	llevan,	en	última	instancia,	a	
la	muerte	 celular.64,199	 Por	otra	parte,	 los	efectos	 tóxicos	 van	a	depender	no	
sólo	de	 la	propia	naturaleza	de	 la	plata,	 sino	 también	del	 tamaño	y	 la	 forma	
que	 presente	 el	 nanosistema,	 su	 estabilidad	 en	 el	 medio,	 su	 reactividad	
superficial	 o	 las	 moléculas	 presentes	 en	 su	 superficie.	 Este	 hecho,	 hace	
necesaria	 la	 evaluación	 toxicológica	 individualizada	 para	 cada	 sistema	 de	
AgNPs	desarrollado	y	en	función	de	la	aplicación	a	la	que	vayan	destinados.	
La	toxicidad	de	la	plata,	que	a	priori	puede	entenderse	como	un	efecto	
nocivo,	 puede	 también	 llegar	 a	 ser	 una	 herramienta	 útil	 en	 la	 lucha	 contra	
ciertas	 patologías,	 siendo	 particularmente	 relevante	 en	 el	 caso	 del	 cáncer.	
Para	 ello,	 es	 indispensable	 vectorizar	 las	 AgNPs	 a	 las	 células	 tumorales	 (que	
presentan	de	 forma	 intrínseca	altos	niveles	de	ROS),	 evitando	 su	entrada	en	
células	sanas.	Además,	 la	capacidad	de	transportar	agentes	activos,	así	como	
las	 propiedades	 ópticas	 debidas	 al	 plasmón	 de	 superficie	 de	 las	 AgNPs,	 las	
sitúa	 como	 posibles	 agentes	 teragnósticos	 en	 el	 tratamiento	 selectivo	 de	
tumores.	
El	 anillo	 de	 pirimidina	 es	 un	 importante	 componente	 de	 los	 ácidos	
nucleicos	 que	 puede	 también	 encontrarse	 en	 numerosas	 moléculas	 que	
presentan	 actividad	 antiviral,	 anticancerígena,	 antibacteriana	 y	
antifúngica.170,171	 Específicamente,	 muchos	 derivados	 de	 la	 2-
mercaptopirimidina	son	capaces	de	inhibir	la	síntesis	de	RNA	de	transferencia		
lo	cual	los	hace	prometedores	agentes	quimioterapéuticos.172	
A	pesar	del	 interés	de	 las	nanopartículas	metálicas	 como	vectores	de	
liberación,	 así	 como	 de	 los	 derivados	 de	 mercaptopirimidina	 por	 su	 acción	







que	 preciso,	 para	 obtener	 nanopartículas	 de	 plata	 funcionalizadas	 con	 4,6-
diamino-2-mercaptoptopirimindina	 (APY)	 como	 derivado	 de	 2-
mercaptopirimidina.	 Seguidamente,	 se	 usaran	 los	 grupos	 amino	 libres	
disponibles	 en	 la	 superficie	 del	 nanosistema	 para	 anclar	 de	 manera	




un	 efecto	 citotóxico	 selectivo	 tanto	 en	 células	 tumorales	 que	 sobreexpresen	
epítopos	 de	 reconocimiento	 específicos	 y	 si	 su	 citotoxicidad	 conduce	 a	 la	









Resultados y discusión 
Síntesis y caracterización de AgNPs funcionalizadas con 4,6-diamino-2-
mercaptopirimidina (Ag@APY) 
Para	 llevar	 a	 cabo	 la	 síntesis	 de	 AgNPs	 con	 el	 derivado	 orgánico	 APY	
aprovechamos	la	experiencia	adquirida	en	los	Capítulo	2	y	3,	donde	se	abordó	
el	 desarrollo	 de	 un	 método	 general	 de	 síntesis	 de	 AgNPs	 con	 derivados	
tiolados	de	cadena	corta	y	la	extensión	de	esta	metodología	modificando	la	sal	
metálica	y	el	ligando	orgánico	para	obtener	nanopartículas	de	oro	(AuNPs).	Al	
igual	 que	 ocurre	 en	 el	 capítulo	 3	 para	 el	 caso	 de	 Au@APY,	 las	 AgNPs	
funcionalizadas	 con	APY	 se	 sintetizaron	en	DMF,	agitación	vigorosa	y	en	una	
relación	 molar	 [plata	 :	 ligando	 orgánico]	 de	 [0,5:1]	 para	 obtener	 el	
nanosistema	Ag@APY.	Los	detalles	de	la	síntesis	se	describen	en	la	sección	de	
Materiales	y	Métodos.		
Una	 vez	 sintetizada	 Ag@APY,	 se	 corroboró	 si	 la	 morfología	 de	 las	
nanopartículas	desarrolladas	era	similar	a	su	homólogo	de	oro	mediante	TEM.	
Como	 se	observa	en	 la	 figura	54,	 las	nanopartículas	Ag@APY	 son	esféricas	 y	













Para	 comprobar	 si	 Ag@APY	 estaba	 correctamente	 funcionalizado	 en	
superficie	 con	 el	 derivado	 APY,	 estudiamos	 el	 nanosistema	 mediante	
espectroscopía	 FTIR.	 La	 comparación	 entre	 el	 espectro	 de	 FTIR	 del	 sistema	
coloidal	 Ag@APY	 y	 el	 propio	 APY	 demuestra	 claramente	 que	 la	
funcionalización	de	la	superficie	de	la	nanopartícula	con	el	derivado	APY	se	ha	
realizado	 de	 manera	 correcta	 durante	 la	 reacción	 de	 síntesis	 (Fig.	 55).	 El	
espectro	 de	 APY	 se	 corresponde	 con	 dos	 formas	 tautoméricas	 (Fig.	 55	 –	
esquema	inserto)	siendo,	de	acuerdo	con	los	datos	del	espectro,	mayoritario	el	
tautómero	 2.	 Como	 se	 esperaba,	 las	 vibraciones	 del	 tautómero	 2	 de	 APY	 a	
1742	cm-1	(δNH)	y	a	1330	cm-1	(ʋC=S)	desaparecen	en	la	nanopartícula,	ya	que	el	
único	tautómero	presente	en	este	caso	es	el	tautómero	1,	y	el	APY	que	no	ha	
reaccionado	 ha	 sido	 eliminado	 durante	 el	 proceso	 de	 purificación	 del	
nanosistema.	Así	mismo,	la	vibración	del	grupo	tiol	en	el	tautómero	1	a	2646	




Figura	 55.	 Espectro	 FTIR	 de	 APY	 (línea	 de	 puntos	 gris)	 y	 Ag@APY	 (línea	 negra	 sólida).	







En	 cuanto	 a	 la	 estabilidad	 hidrodinámica	 se	 refiere,	 las	 Ag@APY	 son	
extremadamente	 estables	 en	 medio	 acuoso,	 como	 evidencia	 su	 elevado	 ζ,	
+46,61	mV.	Es	también	notable	que	el	signo	positivo	del	ζ es	el	esperado	para	
estas	 nanopartículas,	 cuya	 superficie	 está	 altamente	 decorada	 con	 grupos	
amino	en	superficie	cargados	a	pH	7.	
	
Funcionalización con anti-EGFR mediada por carbodiimidas 
Las	 nanopartículas	 Ag@APY	 fueron	 funcionalizadas	 con	 anti-EGFR,	
utilizando	 la	 metodología	 descrita	 en	 los	 capítulos	 anteriores,	 esto	 es,	
mediante	 una	 reacción	 de	 acoplamiento	 mediada	 por	 una	 carbodiimida.	 La	
figura	 56	 muestra,	 de	 forma	 esquemática,	 la	 estrategia	 usada	 para	 anclar	
covalentemente	 el	 anticuerpo	 por	 su	 extremo	 carboxilo	 terminal	 al	 grupo	
amino	de	la	superficie	funcional	del	nanosistema	Ag@APY.	Para	la	reacción	de	













Para	 corroborar	 si	 el	 anticuerpo	 se	 había	 unido	 a	 las	 nanopartículas	
rastreamos	su	plasmón	superficial	mediante	espectroscopía	UV-Vis	antes	de	la	
reacción	 de	 acoplamiento	 y	 después	 del	 acoplamiento	 con	 anti-EGFR.	 El	
espectro	 del	 nanosistema	 acoplado	 al	 agente	 de	 direccionamiento	 se	
determinó	 después	 de	 un	 proceso	 de	 purificación	 por	 centrifugación,	 para	
eliminar	el	exceso	de	anticuerpo	no	unido.	La	figura	57	muestra	el	espectro	de	
UV-Vis	de	Ag@APY	 (máximo	del	plasmón	de	superficie	a	442	nm)	y	el	de	 las	
nanopartículas	 funcionalizas	 con	 antiEGFR,	 de	 ahora	 en	 adelante	 Ag@APY-
aEGFR	 (máximo	 del	 plasmón	 de	 superficie	 a	 430nm).	 El	 desplazamiento	
observado	del	máximo	del	plasmón,	antes	y	después	de	la	funcionalización	con	
el	 anticuerpo,	 indicó	 que	 se	 había	 producido	 el	 anclaje	 de	 este	 último	 a	 la	
superficie	 de	 la	 nanopartícula.	 Además,	 el	 desplazamiento	 a	 longitudes	 de	
onda	menores	 que	 presenta	Ag@APY-aEGFR	 con	 respecto	 a	Ag@APY	podría	
interpretarse	como	un	aumento	de	la	estabilidad	en	medio	acuoso,	debido	a	la	
mayor	 separación	 entre	 las	 nanopartículas	 cuando	 se	 encuentran	
funcionalizadas	 con	 el	 anticuerpo	 donde	 tiene	 lugar,	 además	 de	 la	
estabilización	 por	 repulsión	 de	 cargas	 debida	 a	 las	 moléculas	 de	 APY	 en	
superficie,	una	estabilización	por	impedimento	estérico	entre	las	biomoléculas	
de	 anticuerpo.	 Por	 otra	 parte,	 el	 pico	 de	 absorción	 que	 muestra	 Ag@APY-










Los	 resultados	 obtenidos	 para	 la	 síntesis	 y	 caracterización	 del	
nanosistema	 Ag@APY	 muestran	 un	 sistema	 coloidal	 estable,	 altamente	
funcionalizado,	 de	 pequeño	 tamaño	 y	 capaz	 de	 anclar	 en	 superficie	
anticuerpos	de	reconocimiento	mediante	acoplamiento	por	carbodiimidas.		
	
La citotoxicidad de Ag@APY varía en función del tipo celular, agente de 
recubrimiento, así como de su direccionamiento a EGFR  
Con	 el	 propósito	 de	 estimar	 la	 actividad	 de	 las	 nanopartículas	
desarrolladas	en	modelos	celulares,	se	realizó	un	primer	ensayo	de	viabilidad	
para	valorar	el	rango	de	citotoxicidad	de	las	nanopartículas	Ag@APY	y	si	estos	
efectos	 se	 veían	 modificados	 en	 función	 del	 tipo	 de	 recubrimiento	 que	
presentara	el	nanosistema.	Este	primer	experimento	persigue	determinar,	por	
un	 lado,	 el	 rango	 de	 nanopartículas	 en	 el	 que	 debemos	 realizar	 el	 estudio	
comparativo	y,	por	el	otro,	identificar	qué	agentes	son	los	más	adecuados	para	
disminuir	 las	 posibles	 interacciones	 inespecíficas	 de	 biomoléculas	 con	 la	
superficie	de	las	nanopartículas	durante	los	ensayos	in	vitro	e	in	vivo.	Para	ello,	
incubamos	las	células	con	concentraciones	crecientes	de	nanopartículas	en	el	
rango	 1	 µg/mL	 hasta	 los	 100	µg/mL	 tanto	 desnudas,	 es	 decir,	 sin	 agente	 de	
recubrimiento,	 como	 con	BSA	 y	 PEG.	 Para	 llevar	 a	 cabo	 el	 recubrimiento	 de	
Ag@APY	se	 incubaron	 las	nanopartículas	con	suspensiones	acuosas	de	BSA	o	
PEG	al	0,1%	p/v	y	se	mantuvieron	en	agitación	suave	durante	dos	horas	para	
obtener,	 respectivamente,	 Ag@APY+BSA	 y	 Ag@APY+PEG.	 Ambos	
recubrimientos	 son	 de	 uso	 común	 en	 el	 campo	 de	 la	 biomedicina	 por	 su	
biocompatibilidad	 y	 porque	 ambos	 poseen	 una	 reconocida	 capacidad	 para	
pasivar	 la	 reactividad	 inespecífica	 de	 la	 superficie	 de	 las	 nanopartículas.	
Además,	 PEG	 es	 especialmente	 interesante	 ya	 que	 es	 capaz	 de	 evitar	 el	
reconocimiento	 por	 macrófagos,	 entre	 otros	 sistemas	 de	 defensa	 del	
organismo.	 La	 incubación	 de	 las	 células	 con	 las	 diferentes	 nanopartículas	 se	








(BSA	 y	 PEG)	 sobre	 la	 línea	 celular	 A431	 transcurridas	 48	 h.	 Las	 células	 expuestas	 a	
concentración	 0	 reciben	 la	máxima	 concentración	 de	medio	 de	 cultivo	 sirviendo	 como	
control.	Los	valores	representan	la	media	±	error	estándar	de	la	media	(n=3).	
	
A	 la	 vista	 de	 los	 resultados,	 las	 nanopartículas	 recubiertas	 con	 BSA	
(Ag@APY+BSA)	 son	 ligeramente	 más	 citotóxicas,	 a	 concentraciones	
intermedias	 (5-10	 µg/mL)	 que	 las	 Ag@APY	 sin	 recubrir.	 En	 cambio,	 el	
recubrimiento	con	PEG	(Ag@APY+PEG)	presenta	una	 ligera	disminución	de	 la	
citotoxicidad	frente	a	las	nanopartículas	desnudas.	Debido	a	estos	resultados,	
decidimos	 continuar	 los	 siguientes	 ensayos	 en	modelos	 celulares	 y	 animales	
usando,	 como	 paso	 previo	 a	 la	 inoculación	 de	 las	 nanopartículas,	 el	
recubrimiento	 del	 nanosistema	 con	 PEG.	 De	 ahora	 en	 adelante,	 y	 para	
simplificar	 la	 nomenclatura,	 nos	 referiremos	 a	Ag@APY+PEG	 como	Ag@APY.	
Esta	elección	obedece	al	hecho	de	que	en	los	ensayos	in	vivo	preferimos	optar	
por	 una	 menor	 citotoxicidad,	 aunque	 en	 última	 instancia	 el	 fármaco	 se	
vectorice,	 para	 minimizar	 posibles	 efectos	 secundarios	 adversos.	 Además	 la	
pegilación	 camufla	 las	 nanopartículas	 frente	 al	 ataque	 de	 nuestro	 sistema	
inmune,	aumentando	su	vida	media.	El	siguiente	paso	en	nuestra	investigación	
se	 centró	 en	 el	 estudio	 de	 la	 actividad	 citotóxica	 de	 las	 Ag@APY	 con	 el	
propósito	 de	 usarlas	 como	 agente	 antitumoral	 per	 sé	 en	 aquellas	 células	
tumorales	que	sobreexpresan	EGFR.	Para	ello,	seleccionamos	diferentes	líneas	











- MCF7.	 Se	 trata	 de	 una	 línea	 celular	 de	 adenocarcinoma	 de	 mama	
humano	 hormonodependiente	 al	 presentar	 positividad	 para	
receptores	de	estrógenos	y	progesterona.		


















Si	 observamos	 los	 resultados,	 las	 líneas	 celulares	 HDF	 y	 4T1	
sobreexpresan	aproximadamente	 la	mitad	de	receptores	que	A431.	A	su	vez,	
de	todas	 las	 líneas	celulares	analizadas	MCF7	es	 la	que	menos	EGFR	expresa,	
siendo	 aproximadamente	 cuatro	 veces	 inferior	 a	 la	 expresión	 en	 A31.	





aEGFR	 en	 cuatro	 líneas	 celulares:	 Los	 dos	 tipos	 celulares	 de	 piel,	 carcinoma	
epidermoide	 (A431)	 frente	 al	 control	 sano	 de	 tejido	 (HDF),	 y	 las	 dos	 líneas	
celulares	 de	 cáncer	 de	mama	 humano	 (MDA-MB-231	 y	MCF7).	 Como	 se	 ha	
demostrado	 previamente,	 estos	 tejidos	 presentan	 diferente	 grado	 de	
expresión	 del	 EGFR,	 siendo	 éste	mucho	más	 elevado	 en	 las	 líneas	 celulares	
A431	 y	MDA-MB-231.	 En	 este	 ensayo	 se	 ha	 evaluado	 de	manera	 individual,	
para	cada	tipo	celular,	cómo	afecta	en	la	viabilidad	del	cultivo	la	presencia	del	







Figura	 60.	 Ensayo	 de	 viabilidad	 AlamarBlue®	 de	 Ag@APY	 y	 Ag@APY-aEGFR	 sobre	 las	
líneas	 celulares	 A431,	 HDF,	 MCF7	 y	 MDA-MB-231	 transcurridas	 48	 h	 del	 inicio	 de	 la	
exposición.	 Las	 células	 expuestas	 a	 concentración	 0	 constituyen	 el	 control.	 Los	 valores	
representan	la	media	±	error	estándar	de	la	media	(n=3).	
	
A	 la	vista	de	 los	resultados	mostrados	en	 la	Figura	60,	 la	presencia	de	
anti-EGFR	en	la	nanopartícula	disminuye	la	viabilidad	de	las	células	de	manera	
significativa	 para	 todos	 los	 cultivos	 celulares	 frente	 a	 la	 nanopartícula	 en	
ausencia	 de	 agente	 de	 vectorización.	 Si	 bien,	 en	 la	 línea	 celular	MCF7,	 que	
presenta	 los	 menores	 niveles	 de	 expresión	 de	 EGFR,	 no	 se	 observan	
diferencias	estadísticamente	significativas	con	el	incremento	de	la	dosis	en	las	






inespecífica	 y,	 por	 tanto,	 las	 nanopartículas	 comienzan	 a	 ejercer	 su	 efecto	
citotóxico	antes	cuando	se	vectorizan.	Por	otro	 lado,	es	 interesante	observar	
que	a	dosis	bajas	de	nanopartículas	(1-2	µg/mL),	la	presencia	del	anticuerpo	en	
el	 nanosistema	 evita	 la	 inducción	 del	 crecimiento	 celular	 que	 presentan	 las	
nanopartículas	 en	 ausencia	 de	 anticuerpo	 (1-2	 µg/mL).	 El	 aumento	 en	 el	
crecimiento	 celular	a	dosis	bajas	de	nanosistemas	es	un	hecho	generalizado,	
que	 se	 justifica	 porque	 la	 célula	 pone	 en	marcha	 su	maquinaria	metabólica	
para	 defenderse	 de	 la	 agresión	 que	 supone	 la	 internalización	 de	 un	
nanosistema.	Este	aumento	en	el	metabolismo	se	traduce	en	un	aumento	de	
la	 viabilidad,	 debido	 a	 la	 propia	 naturaleza	 del	 ensayo	 AlamarBlue®.	 En	
cambio,	en	el	caso	de	las	nanopartículas	vectorizadas,	Ag@APY-aEGFR,	esto	no	
se	observa	porque	su	entrada	en	 la	célula	es	 rápida	 (la	entrada	mediada	por	
receptor	 suele	 producirse	 en	 las	 dos	 primeras	 horas	 tras	 la	 incubación)	 y	 el	




Como	se	observa	en	 la	 figura,	a	dosis	bajas	de	nanopartículas	 (1-2	µg/mL)	el	
sistema	Ag@APY-aEGFR	es	menos	tóxico	para	HDF	que	para	el	resto	de	líneas	
celulares,	 si	 bien,	 conforme	 aumentamos	 la	 dosis,	 la	 toxicidad	 aumenta	 de	
manera	 drástica	 en	 comparación	 a	 la	 que	 presentan	 el	 resto	 de	 cultivos,	 no	
apareciendo	células	viables	a	dosis	superiores	a	los	6	µg/mL.	Este	hecho	podría	
deberse	 a	 que,	 como	 es	 sabido,	 las	 líneas	 tumorales	 tienen	 una	 mayor	
tolerancia	al	estrés	oxidativo	(que	es	uno	de	los	mecanismos	de	citotoxicidad	
de	 las	 nanopartículas	 de	 plata)	 que	 las	 no	 tumorales.	 Por	 ello,	 aunque	 la	
maquinaria	 celular	 de	 defensa	 de	HDF	 sea	 capaz	 de	 hacer	 frente	 al	 estrés	 a	
dosis	bajas,	esta	capacidad	decae	rápidamente	comparada	con	la	de	las	líneas	
tumorales.	 En	 cuanto	 a	 las	 líneas	 tumorales	 la	más	 afectada	 es,	 como	 cabía	







Figura	 61.	 Ensayo	 de	 viabilidad	 AlamarBlue®	 de	 Ag@APY-aEGFR	 sobre	 las	 líneas	
celulares	A431,	HDF,	MCF7	y	MDA-MB-231	transcurridas	48	h	del	inicio	de	la	exposición.	




A	 continuación	 se	 estudiaron	 los	 posibles	 efectos	 que	 provocaba	 la	
exposición	 de	 las	 células	 a	 las	 nanopartículas	 Ag@APY-aEGFR	 en	 su	




para	 eliminar	 los	 nanosistemas	 que	no	 se	 hubieran	 unido	 al	 receptor	 y/o	 se	
hubieran	 internalizado	 gracias	 a	 él,	 con	 el	 propósito	 de	 minimizar	 posibles	








exposición	 a	 Ag@APY-aEGFR	 (10	µg/mL)	 en	 la	 línea	 celular	 A431.	 Núcleos	 teñidos	 con	
Hoechst	 (canal	azul),	actina	teñida	con	faloidina	roja	 (canal	 rojo)	y	anti-EGFR	con	Alexa	
Fluor	 488	 (canal	 verde).	 Se	 utilizan	 como	 control	 células	 A431	 sin	 exponer	 a	 las	
nanopartículas.	
	
Como	 se	 observa	 en	 la	 figura	 62	 tras	 el	 tratamiento	 con	 las	
nanopartículas	 Ag@APY-aEGFR,	 la	 mayoría	 de	 las	 células	 se	 encuentran	
claramente	en	una	fase	de	pre-apoptosis,	como	se	concluye	por	la	contracción	
del	 núcleo	 y	 la	 despolimerización	 de	 la	 actina.	 Además,	 estos	 resultados	
muestran	 que	 la	 conjugación	 del	 anticuerpo	 a	 las	 nanopartículas	 se	 ha	
completado	 con	éxito	 y	que	 la	 actividad	biológica	del	 anticuerpo	permanece	
después	de	la	conjugación	al	nanosistema.	
	
A dosis bajas Ag@APY disminuye el tamaño de los tumores en un modelo 
murino de cáncer de mama en ratonas BALB/c 
Para	 evaluar	 la	 capacidad	 antiproliferativa	 de	 las	 nanopartículas	
Ag@APY	en	tumores,	desarrollamos	un	modelo	de	cáncer	de	mama	en	ratonas	










Figura	 63.	 Ratona	 BALB/c	 con	 tumor	 inducido	 en	 la	 mama	 inferior	 izquierda	 cinco	
semanas	después	de	la	inoculación	de	las	células	4T1.	
	
Posteriormente,	 se	 sacrificaron	 para	 evitar	 el	 sufrimiento	 de	 los	










BALB/c	 y,	 por	 tanto,	 se	 pueden	 usar	 estas	 ratonas	 como	modelo	 animal	 en	









A)	 Se	 observa	 tejido	 adiposo	 y	 conductos	 galactóforos.	 Se	 aprecian	 B)	 muchas	 figuras	







Así	 mismo,	 se	 realizó	 un	 estudio	 inmunohistoquímico	 de	 receptores	
hormonales	 (HER-2,	 progesterona,	 estrógeno),	 Ki-67,	 E-cadherina,	 S-100	 y	
EGFR.	Los	tumores	presentaron	alta	inmunoreactividad	para	Ki-67	en	torno	al	
30-40%	 (marcador	 de	 proliferación).	 A	 su	 vez,	 los	 tumores	 mamarios	
presentaban	 un	 fenotipo	 triple	 negativo	 ya	 que	mostraban	 negatividad	 para	




Figura	 65.	 Imágenes	 representativas	 del	 estudio	 inmunohistoquímico.	 A)	 Positividad	














Figura	 66.	 Citotoxicidad	 de	 las	 nanopartículas	 Ag@APY	 medida	 usando	 el	 ensayo	
AlamarBlue®	siendo	la	actividad	metabólica	el	punto	final	de	toxicidad	en	la	línea	celular	
4T1,	 transcurridas	 72	 h	 tras	 la	 exposición.	 Las	 células	 expuestas	 a	 concentración	 0	


















Para	 determinar	 el	 punto	 de	 comienzo	 del	 tratamiento	 se	 realizó	 el	
seguimiento	del	crecimiento	tumoral,	de	manera	que	el	tratamiento	se	 inició	






67	 recoge	 el	 peso	 promedio	 de	 los	 animales	 en	 los	 diferentes	 tratamientos.	
Como	se	observa	en	esta	misma	 figura	 tanto	el	peso	de	 las	 ratonas	 como	el	








Para	evaluar	 la	progresión	 tumoral	 a	 lo	 largo	del	 ensayo	 se	estimó	el	
volumen	de	los	tumores.	Para	ello,	se	utilizó	un	calibre	con	el	que	se	midió	el	

















Para	 el	 cálculo	 del	 tamaño	 de	 los	 tumores	 registrado	 durante	 el	
tratamiento	no	se	 tuvo	en	cuenta	 la	profundidad	de	 los	 tumores.	Cuando	se	
extirparon	 los	 tumores	 se	 observó	 que	 éstos,	 en	 general,	 tenían	 una	 altura	
considerable,	 por	 lo	 que	 los	 volúmenes	 calculados	 estaban	 por	 debajo	 del	











parece	 frenarse,	 aunque	 sin	 llegar	 a	 la	 reversión	 completa	 del	 mismo.	 Sin	
embargo,	 los	 efectos	 a	 dosis	 altas	 de	 nanopartículas	 no	 ofrecen	 resultados	
diferenciadores	con	respecto	a	los	tumores	no	tratados.	
Es	necesario	indicar	que	la	presión	intratumoral,	así	como	la	presencia	
de	 pústulas,	 impedían	 la	 correcta	 posología	 de	 las	 nanopartículas,	 dado	 que	
éstas	 tendían	 a	 extravasarse	 por	 dichas	 pústulas	 con	 la	 propia	 presión	 de	 la	
inyección.	Para	verificar	la	presencia	de	las	nanopartículas	en	el	tejido	tumoral	
una	 vez	 finalizado	 el	 tratamiento	 decidimos	 hacer	 microscopía	 TEM	 de	 los	
















debido	 a	 la	 elevada	 presión	 existente	 en	 el	 tumor	 y	 la	 necrosis	 que	 se	
generaba	en	la	zona	central,	se	ha	solventado	inoculando	las	células	tumorales	








Se	 han	 sintetizado	 y	 caracterizado	 nanopartículas	 de	 plata	
funcionalizadas	 con	 4,6-diamino-2-mercaptopirimidina.	 A	 pesar	 de	 que	 no	
pueden	 ser	 sintetizadas	 en	 agua	 debido	 a	 la	 insolubilidad	 del	 ligando,	 la	
síntesis	puede	llevarse	a	término	en	presencia	de	DMF,	de	manera	similar	a	los	
nanosistemas	desarrollados	en	los	Capítulos	2	y	3.		
La	 caracterización	 mediante	 espectroscopía	 de	 infrarrojos	 demuestra	






y	 direccionada	 de	 un	 anticuerpo	 ampliamente	 utilizado	 para	 el	
direccionamiento	 de	 forma	 selectiva	 a	 células	 tumorales.	 Nuestros	 ensayos	
biológicos	en	líneas	celulares	tumorales	modelo	han	demostrado	que	nuestro	
nanosistema	funciona	como	un	prometedor	agente	antiproliferativo	en	lo	que	
al	 tratamiento	 selectivo	 de	 tumores	 se	 refiere.	 No	 obstante,	 es	 necesario	
continuar	 estudiando	 sus	 efectos	 a	 nivel	molecular	 así	 como	dirigido	 a	otras	
dianas	 tumorales	 más	 específicas.	 Así	 mismo,	 el	 nanosistema	 Ag@APY	 ha	












Capítulo 5.  
Nanopartículas de plata 
funcionalizadas con ácido tánico 
(Ag@TA) 
Papel del ácido tánico en tumores 







El	 ácido	 tánico	 presenta	 múltiples	 efectos	 contra	 el	 cáncer,	 siendo	
especialmente	 prometedor	 en	 aquellos	 tipos	 que	 sobreexpresan	 el	 receptor	
del	 factor	 de	 crecimiento	 epidérmico,	 involucrado	 en	 la	 patogénesis	 y	
progresión	 de	 una	 amplia	 variedad	 de	 tumores.	 En	 virtud	 de	 ello,	 el	 ácido	
tánico	 es	 capaz	 de	 modular	 la	 activación	 y	 señalización	 de	 este	 receptor,	
provocando,	 en	 última	 instancia,	 la	 muerte	 por	 apoptosis	 de	 las	 células	
tumorales.		




especificidad.	 Por	 otro,	 las	 propiedades	 ópticas	 debidas	 al	 plasmón	 de	
superficie	 convierten	 a	 estos	 nanosistemas	 en	 excepcionales	 agentes	
diagnósticos.	La	suma	de	esta	función	diagnóstica	y	de	tratamiento,	lo	que	se	




de	 nanopartículas	 de	 plata	 funcionalizadas	 con	 ácido	 tánico.	 El	 nanosistema	
desarrollado	ha	sido	caracterizado	por	técnicas	espectroscópicas.	Además,	ha	
demostrado	 una	 gran	 versatilidad	 ante	 diferentes	 condiciones	 como	 puedan	
ser	 los	 cambios	 de	 pH	 o	 la	 estabilidad	 en	medios	 complejos.	 Los	 ensayos	 in	
vitro	 llevados	 a	 cabo	 con	 el	 nanosistema	 demuestran	 un	 toxicidad	 selectiva,	











compuesto	 polifenólico	 derivado	 del	 extracto	 de	 ciertas	 plantas	 vasculares,	
que	 se	 encuentra	 dentro	 de	 la	 familia	 de	 los	 taninos.	 Estos	 polifenoles	 son	
metabolitos	secundarios	acumulados	en	lugares	tan	dispares	como	la	hoja	del	
té	 verde,	 los	 frutos	 de	 la	 uva	 o	 la	 corteza	 de	 roble.200	 El	 TA	 presenta	 una	
variada	 actividad	 biológica,	 incluyendo	 efectos	 anticancerígenos,201,202	
antioxidantes,203	antimicrobianos	y	antivirales.204		
Desde	 el	 punto	 de	 vista	 químico,	 el	 TA	 destaca	 debido	 a	 su	 gran	
número	de	grupos	hidroxilos	fenólicos,	en	comparación	con	otros	taninos	(Fig.	
71).	 Estos	 grupos,	 además	 de	 estar	 relacionados	 con	 el	 comportamiento	












por	 lo	 tanto,	 un	 agente	 quimiopreventivo.	 Por	 otra	 parte,	 el	 TA	 es	 capaz	 de	
inducir	estrés	oxidativo	en	determinadas	condiciones.205,206	Por	todo	ello,	este	
compuesto	 exhibe	 propiedades	 anticancerígenas,207–209	 así	 como	 actividad	




células.	 Algunos	 estudios	 recientes	 demuestran	 que	 las	 células	 de	 cáncer	 de	
mama	con	receptores	de	estrógeno	positivos	son	más	sensibles	a	la	apoptosis	
inducida	por	TA	que	las	células	de	cáncer	de	mama	triple	negativo	y	las	células	
normales	 epiteliales	 de	 mama.212,213	 Así	 mismo,	 el	 TA	 juega	 un	 papel	
importante	 en	 la	 modulación	 de	 la	 activación	 del	 EGFR	 y	 sus	 rutas	 de	
señalización	aguas	abajo.214	Este	receptor	es	una	glicoproteína	transmembrana	
con	 actividad	 tirosina	 quinasa,	 cuya	 activación	 desencadena	 una	 cascada	 de	
señales	 moleculares	 que	 provoca	 la	 proliferación	 y	 diferenciación	 celular.	
Cuando	 se	 encuentra	 sobreexpresado	 provoca	 resistencia	 a	 la	 apoptosis,	
angiogénesis	 y	 metástasis.	 Esto	 ocurre	 en	 una	 amplia	 variedad	 de	 tumores,	
incluyendo	gliomas	y	carcinomas	de	pulmón,	colon,	cabeza	y	cuello,	páncreas,	




embargo,	 a	 pesar	 de	 todas	 las	 ventajas	 que	 podría	 proporcionar	 el	
direccionamiento	de	TA	a	EGFR,	todavía	no	se	ha	desarrollado	ningún	sistema	
de	liberación	de	TA	a	este	receptor.		
Como	 hemos	 visto	 en	 capítulos	 anteriores,	 la	 función	 dual	 de	 las	
nanopartículas	 de	 plata	 como	 vehículo	 de	 drogas	 y	 su	 función	 diagnóstica	
debida	 a	 las	 propiedades	 ópticas	 derivadas	 de	 la	 resonancia	 del	 plasmón	de	
superficie	 las	 hacen	 excepcionales	 candidatos	 en	 la	 terapia	 selectiva	 del	
cáncer.	A	su	vez,	la	actividad	citotóxica	de	la	plata	las	sitúan	en	sí	mismas	como	
activo	terapéutico	en	la	lucha	contra	el	cáncer.		
Dado	que	el	 tamaño	 y	 la	 forma	de	 las	 nanopartículas	 influyen	en	 sus	
propiedades	 no	 sólo	 físico-químicas	 sino	 también	 biológicas,	 es	 de	 capital	
importancia	poder	controlarlas.	Por	regla	general,	 las	nanopartículas	de	plata	




Durante	 el	 proceso	 de	 síntesis,	 parámetros	 tales	 como	 la	 concentración	 del	
agente	reductor,	la	temperatura,	el	pH	o	el	tipo	de	agente	reductor	empleado	
juegan	 un	 papel	 crucial	 a	 la	 hora	 de	 controlar	 el	 tamaño	 y	 forma	 de	 los	
nanosistemas.	 Uno	 de	 los	 reductores	 más	 populares	 para	 sintetizar	
nanopartículas	 de	 plata	 es	 el	 borohidruro	 de	 sodio.	 Dicho	 compuesto	 es	 un	
reductor	 fuerte	 y	 se	 utiliza	 para	 preparar	 nanopartículas	 muy	 pequeñas	
(<10nm),	mientras	que	el	uso	de	reductores	débiles,	como	el	citrato	de	sodio,	
da	 como	 resultado	 la	 formación	 de	 nanopartículas	 de	mayor	 tamaño	 (50-80	
nm).215	 En	 los	 últimos	 años,	 se	 han	 descrito	 síntesis	 utilizando	 TA	 como	 un	
reductor	eficaz	para	ajustar	el	tamaño	de	las	nanopartículas	de	plata	(AgNPs),	
variando	el	pH	y	la	relación	molar	de	TA/AgNO3.216,217		
La	 capacidad	 de	 reducción	 del	 TA	 se	 debe	 a	 los	 numerosos	 grupos	
fenólicos	que	presenta	en	su	estructura.	Estos	fenoles	participan	en	reacciones	
redox	 donando	 electrones	 y	 formando	 quinonas.	 Los	 electrones	 donados	
reducen	 los	 iones	del	metal	de	 la	sal	metálica,	M+,	dando	 lugar	a	átomos	del	
metal,	 M0,	 que	 formarán	 las	 nanopartículas.	 En	 la	 figura	 72	 se	 muestra	 el	







Figura	 72.	 Mecanismo	 de	 reacción	 de	 la	 reducción	 del	 TA	 en	 la	 síntesis	 de	
nanopartículas	 metálicas.	 Los	 grupos	 fenólicos	 del	 TA	 son	 oxidados	 a	 quinonas	 con	 la	
subsiguiente	liberación	de	electrones	que	reducen	los	iones	metálicos.	
	
A	 lo	 largo	 de	 la	 literatura	 existen	 pocas	 referencias	 que	 describan	 la	
síntesis	 de	 AgNPs	 usando	 como	 ligando	 orgánico	 el	 TA,	 siendo	 mucho	 más	
común	 el	 uso	 de	 polímeros	 orgánicos	 como	 el	 PEG	 o	 la	 PVP	 o	 incluso	
biopolímeros	como	el	quitosano.	En	estos	procedimientos	se	suelen	usar	como	











Referencia	 Sal	metálica	 Reductor	 T	(°C)	 Ø*	(nm)	
Ref.219	 AgNO3	 SC	,TA	
25	 13	
Ref.219	 AgNO3	 SC,	TA	 100	 33	
Ref.220	 AgNO3	 SC,	TA	 60,	100	 10-30	
Ref.93	 AgNO3	 TA	 25	 20	
Ref.221	 HAuCl4	 TA	 25	 8	
Ref.221	 HAuCl4	 TA	 25	 12	
Ref.222	 HAuCl4	 TA,	K2CO3	 60	 6	
Ref.223	 HAuCl4	 TA	 60	 17	
Ref.223	 HAuCl4	 SC,	TA	 60	 3	
	
De	estos	 trabajos	 se	desprende	que	 la	 temperatura,	 la	 relación	molar	
entre	 la	 sal	 metálica	 y	 el	 TA,	 así	 como	 el	 valor	 de	 pH	 son	 los	 principales	
factores	 que	 influyen	 en	 el	 tamaño,	 índice	 de	 polidispersión	 y	 estabilidad	
coloidal	 de	 las	 nanopartículas	 resultantes.	 En	 este	 sentido,	 un	 estudio	
realizado	por	Cataldo	et	al.	 reveló	que	 las	AgNPs	 sintetizadas	empleando	TA	
producían	suspensiones	coloidales	más	estables	que	aquellas	preparadas	por	
reducción	con	NaBH4.224	Así	mismo,	se	ha	demostrado	que	ajustar	el	pH	de	las	
disoluciones	 de	 TA	 a	 valores	 alcalinos	 antes	 de	 la	 adición	 de	 la	 sal	 de	 plata,	
mejora	 la	capacidad	de	reducción	y	estabilización	del	TA,	permitiendo	que	 la	
síntesis	 transcurra	 a	 temperatura	 ambiente	 y	 en	 un	 intervalo	 de	 tiempo	
menor.218	
El	 objetivo	 del	 presente	 capítulo	 fue	 sintetizar	 AgNPs	 funcionalizadas	
en	 superficie	 con	 TA.	 Para	 ello,	 comparamos	 las	 nanopartículas	 resultantes	
usando	 el	 agente	 reductor	 común	 a	 las	 síntesis	 descritas	 en	 anteriores	
capítulos,	el	borohidruro	sódico,	frente	a	la	propia	capacidad	reductora	del	TA.	




nanosistema	 frente	 a	 cambios	 de	 pH,	 así	 como	 en	 medios	 complejos.	








Resultados y discusión 
El TA controla el crecimiento de las AgNPs obteniéndose coloides 
monodispersos, estables y altamente funcionalizados con el polifenol 
La	síntesis	de	nanopartículas	de	plata	llevada	a	cabo	en	este	capítulo	se	
realizó	 mediante	 reducción	 química	 utilizando	 el	 TA	 como	 único	 agente	
reductor	 versus	 borohidruro	 sódico,	 variando	 la	 relación	 molar	 entre	 este	
tanino	 y	 la	 sal	 de	 plata,	 así	 como	 el	 pH	 de	 la	 suspensión,	 con	 objeto	 de	




dos	 procedimientos	 de	 síntesis	 radica	 en	 el	 orden	 de	 adición	 sobre	 la	
disolución	 de	 plata	 del	 borohidruro	 y	 del	 TA.	 En	 este	 sentido,	 llamamos	
Ag@BH+TA	 a	 las	 nanopartículas	 donde	 el	 borohidruro	 se	 adicionó	 en	 un	
primer	momento	y	Ag@TA+BH	a	las	que	este	reductor	se	adicionó	después	del	
TA.	El	 lapso	de	 tiempo	entre	 la	adición	del	BH	y	el	TA	sobre	 la	disolución	de	
plata	para	ambas	síntesis	fue	de	15	minutos.	Por	otro	lado,	se	llevó	a	cabo	un	
tercer	método	de	síntesis	basado	en	el	método	descrito	por	Yanzhen	et	al.	con	
leves	modificaciones	y	donde	el	propio	TA	ejerce	 tanto	 la	 función	de	agente	
reductor	 como	 de	 agente	 estabilizador.93	 En	 la	 tabla	 5	 se	 exponen	 las	











obtenidas	 a	 partir	 de	 los	 tres	 procedimientos.	 El	 color	 de	 la	 muestra	 es	




Figura	 73.	 Síntesis	 de	 las	 diferentes	 Ag@NPs	 y	 TA.	 (a)	 Nanopartículas	 Ag@TA;	 (b)	
Nanopartículas	Ag@TA+BH;	(c)	Nanopartículas	Ag@BH+TA.		
	
El	 espectro	 de	 UV-Vis	 del	 plasmón	 superficial	 de	 las	 AgNPs	
nanopartículas	 de	 plata	 ofrece,	 de	 forma	 sencilla,	 una	 estimación	 sobre	 la	
forma	de	 las	nanopartículas,	 tamaño,	polidispersión,	 así	 como	estabilidad	de	
las	nanopartículas.	En	 la	 figura	74	se	representa	el	plasmón	superficial	de	 las	






Figura	 74.	 Espectros	 de	 UV-Vis	 de	 las	 AgNPs	 y	 TA.	 Comparación	 de	 los	 plasmones	
resultantes	de	 los	diferentes	métodos	de	síntesis	de	AgNPs	y	TA.	Línea	gris,	Adición	de	
TA	 antes	 de	 la	 reducción	 rápida	 mediante	 borohidruro;	 línea	 negra,	 AgNPs	 reducidas	





superficial	 se	 sitúa	por	 debajo	de	 los	 400	nm.	 Este	 valor	 es	 indicativo	de	un	
reducido	 tamaño	 y	 está	 relacionado	 con	el	 pequeño	 tamaño	que	 se	obtiene	
cuando	se	usa	un	agente	reductor	fuerte	como	es	el	caso	del	borohidruro.	Los	
agentes	 reductores	 fuertes	 favorecen	 la	nucleación	 rápida	en	detrimento	del	
crecimiento	de	estos	núcleos	 formados.	Del	mismo	modo,	 la	 cola	ancha	que	
presentan	ambas	síntesis	es	indicativa	de	una	polidispersión	en	el	tamaño	final	
de	 las	 nanopartículas,	 presumiblemente	 debido	 a	 un	 pobre	 control	 en	 la	
estabilización	durante	el	crecimiento	de	los	núcleos	metálicos.		

















El nanosistema Ag@TA presenta buena estabilidad coloidal y un reducido 
diámetro hidrodinámico 
Para	demostrar	los	resultados	observados	en	espectroscopía	de	UV-Vis	









Como	 era	 de	 esperar	 tras	 observar	 los	 espectros	 de	 UV-Vis	 de	 las	
diferentes	 nanopartículas,	 las	 síntesis	 reducidas	 por	 el	 BH	 presentan	 un	
tamaño	muy	pequeño,	en	torno	a	 los	5	nm,	así	como	una	elevada	dispersión	
de	 tamaños.	 Estos	 resultados	 se	 correlacionan	 con	 menores	 longitudes	 del	
máximo	 del	 plasmón	 superficial	 así	 como	 la	 anchura	 del	 plasmón	 con	 la	
desviación	 del	 tamaño	medio.	 Estos	 valores	 son	muy	 parecidos	 para	 ambas	
síntesis,	si	bien	en	la	que	el	TA	se	adiciona	antes	que	el	BH	el	tamaño	es	aún	
más	pequeño,	siendo	a	su	vez	menor	su	polidispersión.	Presumiblemente,	esto	
se	 debe	 a	 que	 el	 TA	 controla	 el	 crecimiento	 de	 los	 núcleos	 formados	
previamente	a	la	adición	del	BH.	






Esto	 se	 debe	 a	 que	 el	 TA,	 al	 actuar	 como	 agente	 reductor	 lento	 favorece	 el	
crecimiento	de	los	núcleos	metálicos	de	manera	controlada.217	
El	ζ de	todas	las	síntesis	es	negativo	y	comprendido	entre	-25	y	-30	mV.	
El	 valor	 negativo	 del	 ζ se	 debe	 a	 la	 presencia	 de	 grupos	 hidroxilo	 cargados	
negativamente	en	 la	superficie	de	 las	nanopartículas	derivados	del	TA.	Como	
todas	las	medidas	se	encuentran	alrededor	del	valor	absoluto	de	|30mV|,	nos	
indica	 que	 estas	 nanopartículas	 presentan	 buena	 estabilidad	 coloidal	 para	
aplicaciones	biomédicas	en	medio	acuoso.225	
La	 síntesis	 Ag@TA	 presenta	 un	 DH	 adecuado	 para	 aplicaciones	
biomédicas	 siendo	 su	 distribución	 estrecha.	 Así	 mismo,	 presentan	 una	 gran	
estabilidad	 frente	 a	 procesos	 de	 purificación	 mediante	 centrifugaciones	
suaves.	 Estas	 propiedades	 nos	 hicieron	 decantarnos	 por	 continuar	 los	
siguientes	ensayos	únicamente	con	el	nanosistema	Ag@TA.		
	
La espectroscopía FTIR revela la correcta funcionalización superficial de 
las nanopartículas Ag@TA 
Se	 analizó	 la	 funcionalización	 de	 la	 superficie	 de	 las	 nanopartículas	
Ag@TA	mediante	espectroscopía	FTIR.	La	comparación	entre	los	espectros	del	













mucho	 mayor	 debido	 a	 la	 amplificación	 SEIRAS.	 Una	 de	 las	 bandas	 más	
relevantes	 del	 TA,	 correspondiente	 a	 los	 grupos	 fenol	 a	 1202	 cm-1	 (ʋC-O)	
permanece	 en	 la	 misma	 posición	 aunque	 con	 bastante	 más	 intensidad.	 Lo	
mismo	ocurre	 con	 la	banda	a	1450	 cm-1	 (δO-H).	Al	mismo	 tiempo,	 las	bandas	
propias	del	grupo	éster,	a	1712	cm-1	(ʋC=O),	1319	cm-1	y	1029	cm-1	(ʋC-O	sim	y	
asim,	 respectivamente),	 permanecen	 inalteradas,	 lo	 que	 nos	 deja	 la	
información	 de	 que,	 en	 las	 condiciones	 de	 síntesis,	 no	 se	 produce	 una	
hidrólisis	del	TA	con	la	consiguiente	formación	de	ácido	gálico	libre.	Por	último,	
es	 notorio	 el	 cambio	 de	 forma	 en	 la	 banda	 correspondiente	 al	 sistema	
aromático	del	 ácido	 tánico	a	1613	cm-1	 (ʋC=C),	 el	 cual	puede	estar	 justificado	
por	 la	 pérdida	 parcial	 de	 aromaticidad	 del	 mismo	 debido	 a	 la	 interacción	
metal-orgánico.	
	
Las Ag@TA son hidrodinámicamente estables en un amplio rango de pH, 
así como en medio de cultivo 
Para	evaluar	como	afectaba	 la	variación	del	pH	a	 la	estabilidad	de	 las	






















comprendidos	 entre	 pH	 7	 y	 pH	 10.	 Esto	 se	 debe	 a	 que	 los	 OH	 del	 TA	 se	
desprotonan	apareciendo	nuevas	cargas	negativas	que	repelen	 la	 interacción	












variación	 en	 la	 coloración	 de	 la	 muestra	 o	 aparición	 de	 precipitado	 que	
indicase	una	desestabilización	del	 nanosistema.	Únicamente	 a	pH	muy	ácido	
(pH	 2)	 se	 observa	 una	 disminución	 de	 la	 intensidad	 del	 color	 de	 la	muestra	
debido	al	proceso	de	disolución	de	la	plata	metálica	por	el	HCl.	
Antes	de	realizar	los	experimentos	en	modelos	celulares	se	procedió	a	











sistema	Ag@TA	en	agua	Milli-Q	 (A/línea	amarilla)	 y	 en	medio	de	 cultivo	 suplementado	
(B/línea	 roja)	 transcurridas	 2	 h	 desde	 la	 incubación.	 Imagen	 inserta,	 fotografía	 de	 la	
suspensión	de	nanopartículas	en	los	diferentes	medios.	
	
Si	 bien	 en	 medio	 de	 cultivo	 el	 plasmón	 de	 las	 Ag@TA	 se	 ensancha	







Ag@TA presenta mayor citotoxicidad en células tumorales y tumorales con 
elevada expresión de EGFR que en las sanas 
Para	evaluar	 la	citotoxicidad	de	 las	nanopartículas	Ag@TA	se	utilizó	 la	











decir,	 no	 tiene	 sobreexpresado	 Her1	 (EGFR,	 ErbB1)	 y	 se	 utilizó	 para	 poder	
evaluar	la	posibilidad	de	futuros	estudios	en	el	modelo	de	cáncer	de	mama	de	
ratón	 desarrollado	 en	 el	 capítulo	 4.	 Con	 este	 objetivo,	 se	 estudió	 la	
citotoxicidad	 de	 las	 Ag@TA	 y	 del	 TA	 libre	 en	 las	 citadas	 líneas	 celulares	
utilizando	 el	 ensayo	 de	 AlamarBlue®.	 Para	 ello,	 se	 incubaron	 los	 cultivos	
celulares	con	concentraciones	crecientes	de	nanopartículas	o	TA	en	un	rango	
de	 concentración	desde	1	µg/mL	hasta	100	µg/mL	 registrándose	 la	 actividad	
metabólica	transcurridas		48	h	del	inicio	de	la	exposición.		






Figura	 79.	 Citotoxicidad	 de	 las	 nanopartículas	 Ag@TA	 y	 TA	 libre	 en	 las	 células	 A431.	
Resultados	 obtenidos	 por	 el	 ensayo	 AlamarBlue®,	 siendo	 la	 actividad	 metabólica	 el	






a	 la	menor	expresión	de	EGFR	en	 la	 superficie	de	esta	 línea	celular	 (Fig.	80).	







Figura	 80.	 Citotoxicidad	 de	 las	 nanopartículas	 Ag@TA	 y	 TA	 libre	 en	 las	 células	 HDF.	
Resultados	 obtenidos	 por	 el	 ensayos	 AlamarBlue®,	 siendo	 la	 actividad	 metabólica	 el	
punto	 final	 de	 toxicidad	 transcurridas	 48	 h	 tras	 el	 inicio	 de	 la	 exposición.	 Los	 valores	
representan	la	media	±	error	estándar	de	la	media	(n=3).	
	












Figura	 81.	 Citotoxicidad	 de	 las	 nanopartículas	 Ag@TA	 y	 TA	 libre	 en	 las	 células	 4T1.	
Resultados	 obtenidos	 por	 el	 ensayo	 AlamarBlue®,	 siendo	 la	 actividad	 metabólica	 el	




líneas	 celulares	 interpretamos	 que	 es	 mucho	 más	 citotóxica	 para	 la	 línea	
celular	 tumoral	 que	 sobreexpresa	 EGFR	 (Fig.	 82).	 Este	 dato	 es	 muy	 valioso	
dado	que	la	DL50	para	HDF	es	más	de	10	veces	superior	a	la	presentada	por	la	










Figura	 82.	 Citotoxicidad	 de	 las	 nanopartículas	 Ag@TA	 en	 las	 células	 A431,	 HDF	 y	 4T1.	
Resultados	 obtenidos	 por	 el	 ensayo	 AlamarBlue®,	 siendo	 la	 actividad	 metabólica	 el	
punto	 final	 de	 toxicidad	 transcurridas	 48	 h	 tras	 el	 inicio	 de	 la	 exposición.	 Los	 valores	
representan	la	media	±	error	estándar	de	la	media	(n=3).	
	
En	 la	 tabla	 7	 se	 recogen	 los	 valores	 de	 DL50	 de	 las	 condiciones	
ensayadas.		
	















La	 caracterización	 físico-química	 de	 las	 nanopartículas,	 se	 demostró	
que	 poseían	 un	 índice	 de	 polidispersión	 bajo,	 siendo	 su	 diámetro	medio	 de	
25±	 5	 nm,	 un	 tamaño	 adecuado	 para	 aplicaciones	 biomédicas.	 El	 coloide	 es	
muy	 estable,	 presentando	 un	 ζ negativo	 en	 torno	 a	 25	 mV.	 La	 correcta	
funcionalización	 de	 las	 nanopartículas	 con	 TA	 se	 demostró	 mediante	
espectroscopía	FTIR.	
Las	 nanopartículas	 son	 estables	 en	un	 amplio	 rango	de	pH	 (2-10),	 así	
como	en	medio	de	cultivo	suplementado.	
























dispersión	 de	 tamaños	 en	 torno	 a	 los	 5	 nm	 y	 un	 alto	 grado	 de	
recubrimiento	orgánico.	
§ Las	nanopartículas	Ag@NH2	son	estables	en	un	elevado	rango	de	pH	y	
no	 son	 tóxicas	 en	 el	 rango	 1-30	 µg/mL,	 pudiendo	 ser	 usadas	 como	
agente	teragnóstico	a	dosis	bajas	o	como	coadyuvante	de	tratamiento	
antitumoral	a	dosis	altas.	
§ El	 sistema	Au@APY	no	muestra	 toxicidad	 significativa	 en	 el	 rango	 (1-
100	 µg/mL)	 demostrando	 un	 rendimiento	 de	 transfección	 de	 DNA	
adecuado	sin	producir	efectos	tóxicos.	
§ El	 sistema	 Ag@APY	 ha	 demostrado	 citotoxicidad	 intrínseca	 selectiva	
dirigida	al	receptor	EGFR.	
§ Se	ha	desarrollado	un	modelo	murino	de	experimentación	animal	para	
realizar	 ensayos	 de	 actividad	 antitumoral.	 Este	 modelo	 presenta	







una	 distribución	 estrecha	 de	 tamaño	 en	 torno	 a	 25	 nm	 y	 elevado	 ζ	
negativo.	Estas	nanopartículas	son	estables	en	un	amplio	rango	de	pH,	
incluido	el	pH	fisiológico.		
§ El	 sistema	 Ag@TA	 ha	 demostrado	 buenos	 resultados	 de	 toxicidad	
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modificación	 de	 la	 superficie	 de	 nanopartículas	 superparamagnéticas	 de	
óxidos	 de	 hierro	 con	 grupos	 hidroxilo,	 a	 las	 nanopartículas	 de	 superficie	
modificada	obtenidas	por	el	mismo,	así	como	el	uso	de	estas	nanopartículas	






han	 despertado	 un	 gran	 interés	 en	 diferentes	 ámbitos	 tecnológicos,	
especialmente	 en	 biomedicina,	 debido	 a	 sus	 propiedades	
superparamagnéticas.	 El	 superparamagnetismo	 es	 un	 comportamiento	
magnético	que	exhibe	algunas	características	del	 ferromagnetismo	y	otras	
del	 paramagnetismo,	 y	 se	 produce	 al	 reducir	 el	 tamaño	 de	 un	 material	
ferromagnético	a	la	escala	nanométrica.	La	reducción	del	tamaño	hace	que	
las	 interacciones	 ferromagnéticas	 en	 el	 interior	 del	 nanomaterial	 sean	
suficientemente	intensas	como	para	lograr	un	ordenamiento	magnético	por	
debajo	 de	 cierta	 temperatura	 crítica,	 pero	 con	 interacciones	muy	 débiles	
entre	ellas,	por	 lo	que	el	ordenamiento	magnético	no	puede	extenderse	a	
todo	 el	 sistema.	 El	 resultado	 es	 que	 se	 comportan	 como	 paramagnetos,	
pero	 con	 un	 momento	 magnético	 muy	 superior	 al	 de	 las	 sustancias	
paramagnéticas,	por	lo	que	reciben	el	nombre	de	superparamagnetos.	
Entre	 las	 aplicaciones	 biomédicas	 de	 las	 nanopartículas	






Resonancia	 Magnética	 de	 Imagen	 (MRI)	 para	 la	 diagnosis	 del	 cáncer	 de	
hígado	 y	 metástasis	 hepáticas	 [ZR.	 Stephen,	 FM.	 Kievit	 and	 M	 Zhang.	
Magnetite	Nanoparticles	for	Medical	MR	Imaging.	Mater	Today	(Kidlington).	
2011;	 14(7-8):	 330-338].	 Para	 su	 uso	 en	MRI	 las	 nanopartículas	 SPION	 se	
recubren	 con	 polímeros	 tales	 como,	 por	 ejemplo,	 dextrano	 o	
carboxidextrano.	 Su	 pequeño	 tamaño	 y	 la	 naturaleza	 del	 recubrimiento	
hacen	que	puedan	ser	endocitadas	por	 las	células	de	Kupffer	 (macrófagos	
situados	en	el	 hígado).	 Los	 gradientes	de	 campo	magnético	 inducidos	por	
SPION	amplifican	las	señales	de	MRI	de	los	protones	que	se	encuentran	en	
su	 vecindad	 y,	 puesto	 que	 los	 tumores	 malignos	 de	 hígado	 no	 poseen	
macrófagos	 de	 Kupffer,	 no	 retienen	 SPION,	 haciendo	 que	 aumente	 el	
contraste	en	las	imágenes	de	MRI	y	se	puedan	detectar	tumores	de	tamaño	
muy	pequeño.	SPION	son	biodegradables,	ya	que	se	metabolizan	pasando	a	
formar	 parte	 de	 los	 almacenes	 de	 hierro	 del	 cuerpo	 e	 integrándose	 a	 la	
hemoglobina,	 y	 su	 uso	 clínico	 ha	 sido	 aprobado	 por	 la	 Food	 and	 Drug	
Administration	 para	 la	 detección	 de	 tumores	 hepáticos,	 existiendo	
actualmente	 numerosas	 formulaciones	 comerciales	 (Endorem®,	 Fedirex®,	
Lumirem®,	 Resovist®,	 Sinerem®,	 Combidex®).	 La	 aplicabilidad	 de	 las	
nanopartículas	 superparamagnéticas	 en	 diagnosis	 no	 se	 limita	 a	 la	MRI,	 y	
recientemente	 se	 ha	 desarrollado	 una	 nueva	 metodología	 de	 imagen	
denominada	 de	 Partícula	 Magnética	 (MPI),	 que	 está	 demostrando	 un	
enorme	 potencial	 en	 diagnosis	 [Gleich,	 B.;	 Weizenecker,	 J.	 Tomographic	
imaging	 using	 the	 nonlinear	 response	 of	magnetic	 particles.	Nature	 2005,	
435,	 1214-1217]	 [Du,	 Y.;	 Lai,	 P.T.;	 Leung,	 C.H.;	 Pong,	 P.W.T.	 Design	 of	
Superparamagnetic	Nanoparticles	 for	Magnetic	Particle	 Imaging	(MPI).	 Int.	
J.	Mol.	Sci.	2013,	14,	18682-18710.].	
Además	 de	 en	 diagnosis,	 SPION	 también	 poseen	 aplicaciones	
terapéuticas,	 entre	 las	 que	 destaca	 su	 uso	 en	 la	 terapia	 antitumoral	 por	





aumento	 de	 5-6	 °C	 sobre	 la	 temperatura	 corporal	 hará	 que	 las	 células	
entren	en	apoptosis,	destruyéndose	el	tumor.	La	eficacia	de	esta	terapia	se	
puede	 aumentar	 conjugando	 las	 nanopartículas	 a	 un	 agente	
quimioterapéutico	 convencional	 [M	 Torres-Lugo	 and	 C	 Rinaldi.	 Thermal	




2013,	 8(19),	 1689-1707].	 Tanto	 en	 aplicaciones	 de	 diagnosis	 como	
terapéuticas	es	necesario	que	 las	nanopartículas	posean	un	recubrimiento	




Otra	 importante	 aplicación	 de	 estas	 nanopartículas	 es	 su	 uso	 en	
procesos	de	separación	y	concentración	de	muestras,	tanto	en	aplicaciones	




ellas	 aquellas	 especies	 químicas	 que	 se	 adsorban	 a	 su	 superficie.	 Los	
procesos	 de	 separación	 requieren	 que	 la	 superficie	 de	 las	 nanopartículas	
esté	 recubierta	 por	 un	 ligando	 que	 posea	 afinidad	 por	 la	 especie	 que	 se	
desea	 separar.	 Esta	 tecnología,	 además	 de	 permitir	 separar	 especies	
químicas	 (tales	 como,	 por	 ejemplo,	 compuestos	 orgánicos	 e	 inorgánicos,	
biomoléculas	o	iones	metálicos),	también	permite	separar	microorganismos	
y	 células	 [Tang	 Yan,	 Chu	 LinYa,	 Sun	 Ning,	 Liu	 RenXiao,	 Ge	 GuangLu.	
Research	 progress	 in	 magnetic	 separation	 with	 iron	 oxide	 magnetic	
nanoparticles.	 Chinese	 Science	 Bulletin,	 2013,	 58(24):	 2377-2384].	
Actualmente	 existen	 casas	 comerciales	 que	 comercializan	micropartículas	
(microbeads)	 magnéticas	 para	 aplicaciones	 de	 separación.	 Frente	 a	 las	
microbeads	 las	 nanopartículas	 tienen	 la	 ventaja	 de	 poseer	 una	 mayor	
relación	 superficie/volumen	 (de	 100	 a	 1000	 veces	mayor),	 por	 lo	 que	 un	
determinado	 peso	 de	 nanopartículas	 puede	 unir	 una	mayor	 cantidad	 del	








Oxide	 Nanoparticles:	 Synthesis,	 Stabilization,	 Vectorization,	
Physicochemical	Characterizations,	and	Biological	Applications.	Chem.	Rev.	






and	 Characterization,	 Toxicity	 and	 Biocompatibility,	 Pharmaceutical	 and	
Biomedical	 Applications.	 Chem.	 Rev.	 2012,	 112,	 5818-5878]	 proporcionan	
una	perspectiva	amplia	y	completa	del	actual	estado	de	la	técnica	en	lo	que	
a	 síntesis	 y	 modificaciones	 superficiales	 de	 las	 nanopartículas	 se	 refiere.	
Independientemente	 del	 método	 de	 síntesis	 elegido,	 la	 complejidad	 del	
procedimiento	 radica	 en	 lograr	 un	 estricto	 control	 del	 tamaño	
estableciendo	unas	condiciones	experimentales	óptimas.	Entre	los	métodos	





puede	 llevar	 a	 cabo	 tanto	 durante	 la	 síntesis	 como	 en	 un	 procedimiento	
post-síntesis.	 Como	 hemos	 mencionado	 en	 párrafos	 anteriores,	 las	
modificaciones	de	la	superficie	cumplen	dos	funciones,	por	un	lado	aportan	
estabilidad	al	sistema	coloidal	en	el	medio	dispersante	y,	por	otro,	aportan	




tratar	 las	 nanopartículas	 superparamagnéticas	 de	 óxido	 de	 hierro	 con	
moléculas	orgánicas	portadoras	de	grupos	carboxilato,	fosfato	o	sulfato,	ya	
que	estos	grupos	poseen	afinidad	por	 la	superficie	de	 las	nanopartículas	y	




con	 moléculas	 o	 biomoléculas	 de	 interés.	 En	 aplicaciones	 biomédicas	 el	
espaciador	 debe	 ser	 biocompatible,	 lo	 que	 limita	 el	 número	 de	
espaciadores	disponibles.	
Otra	estrategia	muy	utilizada	consiste	en	recubrir	las	nanopartículas	
con	 polímeros.	 Este	 recubrimiento	 puede	 comprometer	 la	







polímero	 para	 unir	 ligandos	 (generalmente	 limitado	 a	 los	 dos	 grupos	
funcionales	 terminales)	 y	 su	 elevado	 volumen	 proporciona	 una	 relación	
muy	poco	eficiente	y,	aunque	 la	nanopartícula	esté	 totalmente	 recubierta	
por	polímeros,	su	superficie	reactiva	será	baja.	
Otras	 estrategias	 de	 funcionalización	 consisten	 en	 recubrir	 las	
nanopartículas	con	otro	material,	como	grafito,	oro	u	óxido	de	silicio,	para	
unir	 a	 esta	 capa	 externa	 moléculas	 orgánicas	 que	 aporten	 los	 grupos	
funcionales	necesarios	para	unir	el	ligando.	Estas	estrategias	poseen	varias	
desventajas:	 comprometen	 la	 biocompatibilidad,	 introducen	 dos	 pasos	




a	 grupos	 OH	 en	 superficie.	 Por	 ejemplo,	 la	 síntesis	 de	magnetita	 por	 co-
precipitación	de	sales	de	hierro	en	medio	básico	origina	algunos	sitios	Fe-
OH	en	la	superficie	de	la	nanopartículas	[E.	Tombácz,	A.	Majzik,	Zs.	Horvát,	
E.	 Illés.	 Magnetite	 in	 aqueous	 medium:	 coating	 its	 surface	 and	 surface	
coated	with	it.	Roman.	Rep.	Physics,	2006,	58(3),	281-286].	No	obstante,	el	
examen	 de	 los	 espectros	 de	 IR	 de	 estas	 nanopartículas	 disponibles	 en	 la	




Teniendo	 en	 cuenta	 los	 factores	 limitantes	 expuestos,	 existe	 la	
necesidad	 de	 desarrollar	 un	 procedimiento	 sencillo,	 que	 permita	 obtener	
nanopartículas	 superparamagnéticas	 de	 óxidos	 de	 hierro	 de	 pequeño	
tamaño,	 monodispersas	 y	 con	 un	 elevado	 recubrimiento	 superficial,	
preferentemente	un	grupo	funcional	directamente	unido	a	la	superficie	de	









La	 presente	 invención	 se	 refiere	 a	 nanopartículas	
superparamagnéticas	de	óxido	de	hierro	seleccionadas	de	entre	magnetita	
(Fe3O4),	maghemita	(γ-Fe2O3),	hematita	(α-Fe2O3)	o	una	combinación	de	las	
mismas,	 cuyas	 superficies	 están	 funcionalizadas	 directamente	 con	 grupos	
hidroxilo.	Los	grupos	hidroxilos	están	unidos	directamente	a	la	superficie,	es	
decir,	 estos	 grupos	 hidroxilos	 no	 requieren	 de	 espaciadores	 orgánicos	 o	
inorgánicos	para	unirse	a	las	nanopartículas.	
Además,	 los	 grupos	 hidroxilos	 unidos	 directamente	 a	 la	 superficie	
permiten	 su	 posterior	 funcionalización	 con	 moléculas	 o	 biomoléculas	 de	
interés,	 bien	mediante	 la	 formación	 de	 enlaces	 covalentes	 bien	mediante	
conjugación.	
De	 acuerdo	 a	 su	 composición	 química	 tanto	 el	 núcleo	 de	 las	
nanopartículas	 superparamagnéticas	 como	 su	 recubrimiento	 tienen	 una	
gran	estabilidad	en	medio	acuoso	y/o	medio	biológico,	son	biocompatibles	
y	 biodegradables	 y	 se	 pueden	 unir	 a	 moléculas	 y	 biomoléculas	 como	
pueden	 ser	 un	 anticuerpo	 que	 sirva	 de	 modelo	 de	 vector	 de	
direccionamiento,	 un	 agente	 antitumoral	 o	 un	 oligonucleótido	 que	 sirven	
como	modelos	de	quimioterapia	y	terapia	génica,	entre	otros.	
Por	 otro	 lado,	 la	 presente	 invención	 se	 refiere	 al	 procedimiento	
post-síntesis	 de	 modificación	 de	 la	 superficie	 de	 nanopartículas	
superparamagnéticas	de	óxido	de	hierro	seleccionadas	de	entre	magnetita	
(Fe3O4),	maghemita	(γ-Fe2O3),	hematita	(α-Fe2O3)	o	una	combinación	de	las	
mismas.	 Mediante	 el	 procedimiento	 se	 obtienen	 nanopartículas	
superparamagnéticas	 de	 pequeño	 tamaño,	 monodispersas	 y	 con	 un	 alto	
grado	 de	 recubrimiento	 superficial	 con	 grupos	 hidroxilos	 que	 permiten	 la	
posterior	conjugación	o	unión	mediante	enlaces	covalentes	de	moléculas	y	
biomoléculas	 sin	 que	 las	 propiedades	 superparamagnéticas	 del	 núcleo	 se	
vean	afectadas.	Se	trata	de	un	procedimiento	sencillo	y	de	bajo	coste.	
Cabe	 resaltar	 que	 el	 tamaño	 de	 las	 nanopartículas	
superparamagnéticas	de	óxido	de	hierro	tras	el	tratamiento	post-síntesis	no	
se	 ve	 incrementado	 significativamente,	 como	 ocurre	 con	 el	 uso	 de	
espaciadores	orgánicos	o	inorgánicos.	
Por	 último,	 la	 presente	 invención	 se	 refiere	 al	 uso	 de	 estas	
nanopartículas	 superparamagnéticas	 de	 superficie	 modificada	 con	 grupos	







En	 un	 primer	 aspecto,	 la	 presente	 invención	 reivindica	 una	
nanopartícula	de	óxido	de	hierro	seleccionado	de	entre	magnetita	(Fe3O4),	
maghemita	 (γ-Fe2O3),	 hematita	 (α-Fe2O3)	 o	 cualquiera	 de	 sus	
combinaciones,	 cuya	 superficie	 está	modificada	 directamente	 con	 grupos	
hidroxilo,	 sin	 espaciadores	 (a	 partir	 de	 ahora	 nanopartículas	 de	 la	
invención).	
El	diámetro	medio	de	las	nanopartículas	de	óxido	de	hierro	descritas	
es	 de	 entre	 1,5	 y	 35	 150	 nm,	 preferiblemente	 entre	 2	 y	 50,	 más	
preferiblemente	entre	3	y	30	nm	y	aún	más	preferiblemente	entre	4	y	20	
nm,	 de	 acuerdo	 con	 su	 caracterización	 por	 microscopía	 electrónica	 de	
transmisión.		





que,	 además	 de	 aportar	 estabilidad,	 permite	 la	 funcionalización	 de	 las	
nanopartículas.	 En	 los	 procesos	 de	 síntesis	 en	 medio	 acuoso	 de	
nanopartículas	de	óxidos	de	hierro	se	producen	algunos	sitios	Fe-OH	en	la	
superficie,	 y	 estos	 sitios	 no	 son	 suficientes	 para	 conferirles	 estabilidad	 en	





biomédicas.	 Con	 estos	 valores	 de	 potencial	 zeta	 las	 partículas	 no	 son	
estables	 en	 suspensión	 acuosa,	 y	 agregan	 alcanzando	 diámetros	
hidrodinámicos	en	los	agregados	de	800	a	1000	nm.	
Se	 entiende	 en	 la	 presente	 invención	 que	 la	 calidad	 del	






Por	 todo	 ello,	 en	 una	 realización	 preferida	 la	 superficie	 de	 las	





En	 una	 realización	 preferida	 de	 la	 invención	 el	 diámetro	




es	 mediante	 espectroscopia	 FTIR.	 La	 calidad	 del	 recubrimiento	 es	
adecuada	 cuando	 el	 espectro	 de	 IR	 de	 las	 nanopartículas	 obtenidas	
presenta	 una	 banda	 debida	 a	 la	 presencia	 de	 grupos	 hidroxilo	 (δOH)	
superior	 a	 las	 bandas	 características	 de	 las	 nanopartículas	 (vFe-O)	 sin	
pretratar.	
En	una	realización	preferida	de	la	invención	el	valor	de	la	relación	de	
las	 áreas	 de	 las	 bandas	 δOH/νFe-O	 es	 superior	 a	 2.	 Preferiblemente	
superior	a	10,	y	aún	más	preferiblemente	de	entre	10	y	50.	
Con	 estas	 características	 descritas	 se	 aumenta	 de	 	 forma	 muy	
considerable	la	superficie	reactiva	de	las	nanopartículas.	
Otro	 aspecto	 de	 la	 invención	 se	 refiere	 al	 procedimiento	 post-
síntesis	 de	 modificación	 de	 la	 superficie	 de	 nanopartículas	 de	 óxido	 de	















menos	 otro	 agente	 oxidante,	 preferiblemente	 se	 trataría	 de	 una	
combinación	 de	 peróxido	 de	 hidrógeno	 y	 al	 menos	 otro	 agente	 oxidante	
seleccionado	 de	 entre,	 ácido	 nítrico,	 ácido	 crómico,	 dicromatos,	
permanganatos	y	percloratos.	
El	 agente	 oxidante	 se	 utiliza	 en	 el	 procedimiento	 en	 forma	 de	
disolución	 acuosa.	 Preferiblemente	 la	 disolución	 acuosa	 es	 de	 H2O2	 y	 de	
entre	el	10	y	el	33%	en	peso,	más	preferiblemente	entre	20	y	30%	en	peso.	




se	 encuentran	en	 forma	de	 suspensión	 coloidal	 en	un	medio	dispersante.	
Preferiblemente	el	medio	dispersante	es	un	disolvente	polar.	
Más	 preferiblemente,	 las	 nanopartículas	 de	 óxido	 de	 hierro	 se	
encuentran	en	forma	de	suspensión	coloidal	en	agua.	
Preferiblemente,	 el	 procedimiento	 post-síntesis	 descrito	
anteriormente	 incluye	 la	 etapa	 b)	 de	 purificación	 de	 las	 nanopartículas	
obtenidas	en	la	etapa	a).	
En	 otra	 realización	 preferida,	 la	 etapa	 b)	 del	 procedimiento	 post-
síntesis	comprende	un	 lavado	de	 las	nanopartículas	con	un	disolvente	y	 la	
separación	de	las	mismas	por	técnicas	de	decantación.	Preferiblemente,	las	
técnicas	de	decantación	se	seleccionan	de	entre	decantación	magnética	y/o	
centrifugación	 y	 el	 disolvente	 para	 el	 lavado	 es	 preferiblemente	 un	
disolvente	orgánico,	de	menor	polaridad	que	el	agua,	por	ejemplo,	pero	sin	
limitarse,	 acetona,	 etanol,	 propanol,	 DMSO;	 DMF,	 THF,	 acetato	 de	 Etilo,	
acetonitrilo	o	dioxano.	
Dependiendo	de	su	posterior	uso	o	adecuación	las	nanopartículas	se	








Las	 nanopartículas	 superparamagnéticas	 de	 óxido	 de	 hierro	
descritas	anteriormente	 se	pueden	 funcionalizar	para	utilizar,	 entre	otros,	
como	 agentes	 para	 el	 diagnóstico	 en	 metodologías	 de	 imagen,	 como	 en	
contraste	 en	Resonancia	Magnética	 (MRI)	 o	 en	 otros	métodos	 de	 imagen	
como	 de	 partícula	 magnética	 (MPI).	 Igualmente	 serian	 aptas	 para	
aplicaciones	terapéuticas.	Su	recubrimiento	estable	en	medios	biológicos	y	
que	permite	su	unión	a	moléculas	o	biomoléculas	con	actividad	terapéutica,	
les	 hace	 aptos	 para	 esta	 utilidad.	 Otro	 uso	 para	 el	 que	 claramente	 están	
preparadas	 es	 para	 procesos	 de	 separación	 y	 concentración	 de	muestras,	
tanto	 en	 el	 campo	 de	 la	 biomedicina	 como	 el	 de	 aplicaciones	
medioambientales.	Esto	es	posible	tanto	por	la	funcionalización	que	pueda	
darse	como	sobre	todo	por	sus	propiedades	magnéticas.	





El	paso	c)	de	 funcionalización	consiste	en	 la	presente	 invención	en	
conjugar	 a	 la	 superficie	 de	 las	 nanopartículas	 a	 través	 de	 los	 grupos	 OH	
obtenidos	 en	 los	 pases	 previos,	 moléculas	 o	 biomoléculas	 de	 interés	
dependiendo	de	 la	aplicación	 final	de	dichas	nanopartículas.	Otro	aspecto	
de	 la	 invención	 se	 refiere	 a	 una	 nanopartícula	 funcionalizada.	
Entendiéndose	 por	 nanopartícula	 funcionalizada	 aquella	 que	 ha	 sido	
modificada	 en	 su	 superficie	 con	 moléculas	 confiriéndole	 nuevas	
propiedades	y/o	funcionalidades.	Dichas	moléculas	pueden	ser	orgánicas	o	
inorgánicas,	 por	 ejemplo	 una	 biomolécula,	 un	 agente	 terapéutico,	 un	
marcador	 fluorescente,	 un	 agente	 de	 contraste,	 organosilanos,	 un	
polímero,	o	un	agente	complejante.	
Ejemplos	 no	 limitativos	 de	 agentes	 terapéuticos	 son	 fármacos	
hidrofóbicos,	fármacos	hidrofílicos,	toxinas	y	radioisótopos.	
Entendiéndose	el	 	 término	 "biomolécula“	 en	 la	 presente	 invención	
como	cualquier	compuesto	natural	o	diseñado	y/o	fabricado	por	el	hombre,	
que	 tiene	 o	 ejerce	 un	 efecto	 observable	 en	 una	 célula,	 un	 componente	
celular	o	un	organismo.	Este	término	se	aplica	a	las	proteínas,	los	complejos	




DNA,	 de	 RNA,	 enzimas,	 factores	 de	 crecimiento,	 factores	 quimiotácticos,	
citoquinas,	 péptidos,	 receptores,	 polipéptidos,	 anticuerpos,	 antígenos,	
epítopos	 antigénicos	 y	 variantes	 de	 los	 mismos,	 vacunas,	
neurotransmisores,	 polinucleótidos,	 hormonas,	 hidratos	 de	 carbono,	
lípidos,	fosfolípidos	y	sondas	marcadas	capaces	de	ser	detectadas.	
Por	 ello,	 en	 otra	 una	 realización	 preferida,	 la	 nanopartícula	
comprende	un	anticuerpo.	
Otro	 aspecto	 de	 la	 presente	 invención	 se	 refiere	 al	 uso	 de	 la	
nanopartícula	funcionalizada	como	agente	de	diagnóstico.	Dependiendo	de	
la	 funcionalización	 de	 la	 nanopartícula	 su	 aplicación	 en	 el	 campo	 del	
diagnóstico	 es	muy	 versátil,	 pudiéndose	 utilizar	 en	 técnicas	 de	 contraste,	
como	en	Resonancia	Magnética	(MRI)	o	en	otros	métodos	de	imagen.		
Cuando	 la	 funcionalización	de	 la	 nanopartícula	 se	 lleva	 a	 cabo	 con	
agentes	 terapéuticos,	 otro	 aspecto	 de	 la	 invención	 se	 refiere	 al	 uso	 de	 la	
nanopartícula	 funcionalizada	 para	 la	 elaboración	 de	 una	 composición	
farmacéutica.	





farmacéutica	 que	 comprende	 la	 nanopartícula	 funcionalizada	 o	 do	 de	 la	
invención.		
En	la	presente	invención	se	entiende	por	composición	farmacéutica	
una	composición	que	 incluya	 la	nanopartícula	objeto	de	 la	 invención.	Esta	
puede	 estar	 funcionalizada	 o	 no.	 Por	 ejemplo,	 pero	 sin	 limitarse,	 la	
nanopartícula	 puede	 actuar	 por	 si	 sola	 como	 agente	 terapéutico,	 o	 estar	
funcionalizada	 con	 una	 molécula	 o	 biomolécula	 para	 conseguir	 que	 se	
direccione	 hacia	 el	 foco	 a	 tratar,	 por	 ejemplo	 un	 tumor,	 o	 puede	 ser	
direccionada	 por	 aplicación	 de	 una	 campo	 magnético.	 También	 puede	
tratarse	 de	 una	 composición	 farmacéutica	 donde	 el	 papel	 de	 la	






Otro	 aspecto	 más	 de	 la	 invención	 se	 refiere	 al	 uso	 de	 la	
nanopartícula	 funcionalizada	 como	 reactivo	 en	 técnicas	 de	 concentración	
y/o	separación	de	muestras	químicas	y/o	biológicas.	
Las	 nanopartículas	 de	 la	 presente	 invención	 son	 especialmente	
idóneas	para	este	tipo	de	técnicas	puesto	que	se	requiere	que	la	especie	a	
separar	o	concentrar	tenga	afinidad	por	los	ligandos	de	la	superficie	de	las	
nanopartículas,	 y	 la	 separación	 será	 más	 eficiente	 cuanto	 mayor	 sea	 el	
recubrimiento	de	la	nanopartícula	con	estos	ligandos.	Como	se	ha	expuesto	
anteriormente,	las	nanopartículas	de	la	presente	invención,	cuya	superficie	
está	 modificada	 con	 grupos	 hidroxilo,	 logran	 un	 alto	 grado	 de	
funcionalización	en	superficie,	aumentado	de	esta	 forma	 la	efectividad	en	
este	tipo	de	aplicaciones.	
Otro	aspecto	 se	 refiere	a	un	kit	que	 comprende	 las	nanopartículas	
funcionalizadas	 descritas	 anteriormente	 y	 un	 sistema	 magnético	 de	
separación.	
El	 último	 aspecto	 de	 la	 invención	 se	 refiere	 al	 uso	 del	 kit	 descrito	
anteriormente	para	 la	concentración	y	separación	de	muestras	químicas	y	
biológicas.	
A	 lo	 largo	 de	 la	 descripción	 y	 las	 reivindicaciones	 la	 palabra	
"comprende"	 y	 sus	 variantes	 no	 pretenden	 excluir	 otras	 características	
técnicas,	 aditivos,	 componentes	 o	 pasos.	 Para	 los	 expertos	 en	 la	materia,	
otros	objetos,	ventajas	y	características	de	la	invención	se	desprenderán	en	












FIG.	 2.	 Espectro	 de	 infrarrojo	 (FT-IR)	 de	 las	 nanopartículas	
superparamagnéticas	de	óxidos	de	hierro	antes	(gris)	y	después	(negro)	del	
tratamiento.	




obtenida	 tras	 su	 funcionalización	 con	 el	 anticuerpo	 (negro)	 y	 las	 aguas	





A	 continuación	 se	 ilustrará	 la	 invención	 mediante	 unos	 ensayos	






















en	 20	 mL	 de	 agua	 destilada,	 y	 se	 adicionan	 40	 mL	 de	 H2O2	 (al	 30%).	 La	
adición	debe	ser	 lenta	y	bajo	agitación	vigorosa	puesto	que	 la	 reacción	es	
exotérmica.	
La	mezcla	se	mantiene	12	horas	bajo	agitación	y,	 transcurrido	este	
tiempo,	 se	 lavan	 las	 nanopartículas	 con	 acetona	 y	 se	 separan	 por	
decantación	magnética.	
	












1358	 cm-1	 (δOH)	 y	 3236	 cm-1	 (νOH),	 mientras	 que	 la	 banda	 debida	 a	 las	
nanopartículas,	 (νFe-O)	 a	 614	 cm-1,	 es	 prácticamente	 inapreciable,	
poniendo	 de	 manifiesto	 el	 elevado	 recubrimiento	 que	 se	 logra	 con	 el	














Ejemplo	 de	 aplicación	 1.	 Funcionalización	 de	 las	 nanopartículas	
obtenidas	 en	 el	 apartado	 2	 del	 ejemplo	 (MAGOH)	 con	 (3-
aminopropil)trimetoxisilano	(APS).	
A	1	mL	de	una	suspensión	de	MAGOH	(1mg/mL	en	agua:metanol	al	
50	 %)	 se	 le	 añade	 1	 mL	 de	 APS	 gota	 a	 gota	 en	 agitación	 vigorosa,	 y	 se	
mantiene	 la	 mezcla	 en	 agitación	 suave	 durante	 12	 horas	 a	 temperatura	
ambiente.	 Seguidamente	 se	 realizan	 tres	 lavados	 con	 acetona,	 separando	
las	nanopartículas	mediante	decantación	magnética.	
En	 el	 espectro	 de	 FT-IR	 de	 las	 nanopartículas	 obtenidas	 (Fig.	 3)	 se	
observan	las	bandas	características	del	APS:	3064,	1566	y	1335	cm-1	(νNH	y	
δNH),	 2887	 y	 2934	 cm-1	 (νCH2),	 1029	 cm-1	 (δSiO).	 Estas	 bandas	 son	
extremadamente	 intensas,	 comparadas	 con	 las	 bandas	 debidas	 a	 las	
nanopartículas,	lo	que	indica	el	alto	nivel	de	recubrimiento	alcanzado.	
Ejemplo	 de	 aplicación	 2.	 Funcionalización	 de	 las	 nanopartículas	
obtenidas	 en	 el	 apartado	 2	 del	 ejemplo	 con	 el	 anticuerpo	 Anti-EGFR	
marcado	con	Alexa	Flúor.	A	1	mL	de	una	suspensión	de	MAGOH	(1mg/mL	
en	 agua)	 se	 le	 añade	 20	 μL	 de	 una	 disolución	 acuosa	 de	 N-(3-
dimetilaminopropl)-N’-etilcarbodiimida	 (0,01M)	 y	 10	 μL	 de	 una	 disolución	
acuosa	 de	 N-hidroxisuccinimida	 (0,02M),	 y	 se	 mantiene	 la	 mezcla	 de	
reacción	 en	 agitación	 suave	 durante	 4	 horas	 a	 temperatura	 ambiente.	
Transcurrido	 este	 tiempo	 se	 separan	 las	 nanopartículas	 por	 decantación	
magnética,	 se	 lavan	 con	 agua	 y	 se	 resuspenden	 en	 180	 μL	 de	 una	
suspensión	acuosa	conteniendo	el	anticuerpo.	La	reacción	de	acoplamiento	
con	 el	 anticuerpo	 mantiene	 a	 4ºC	 durante	 12	 horas	 en	 agitación	 suave.	
Transcurrido	 este	 tiempo	 se	 separan	 las	 nanopartículas	 por	 decantación	
magnética,	se	lavan	con	agua	y	se	resuspenden	en	180	μL	de	agua.	
La	correcta	funcionalización	de	las	nanopartículas	con	el	anticuerpo	
se	comprueba	por	 fluorescencia,	 comparando	 la	emisión	de	 la	 suspensión	
acuosa	 de	 las	 nanopartículas	 con	 la	 de	 las	 aguas	 madre	 obtenidas	 por	









1.	 Nanopartícula	 de	 óxido	 de	 hierro	 seleccionado	 de	 entre	
magnetita	 (Fe3O4),	 maghemita	 (γ-Fe2O3),	 hematita	 (α-Fe2O3)	 o	
cualquiera	 de	 sus	 combinaciones,	 cuya	 superficie	 está	 modificada	
directamente	 con	 grupos	 hidroxilo,	 sin	 espaciadores,	 y	 caracterizadas	
por	un	potencial	zeta	mayor	de	20	mV	en	suspensión	acuosa	a	un	pH	de	
8	a	6.		
2.	 Nanopartícula	 según	 la	 reivindicación	 1,	 que	 además	
comprende	 una	 biomolécula,	 un	 agente	 terapéutico,	 un	 marcador	
fluorescente,	 un	 agente	 de	 contraste,	 un	 organosilano	 o	 un	 agente	
complejante.	
3.	 Procedimiento	 de	 obtención	 de	 las	 nanopartículas	 según	
cualquiera	 de	 las	 reivindicaciones	 1	 ó	 2	 que	 comprende	 las	 siguientes	
etapas:	
	 a)	 adicionar	 una	 disolución	 acuosa	 de	 peróxido	 sobre	
nanopartículas	 de	 óxido	 de	 hierro	 seleccionadas	 de	 entre	 magnetita	
(Fe3O4),	 maghemita	 (γ-Fe2O3),	 hematita	 (α-Fe2O3)	 o	 cualquiera	 de	 sus	
combinaciones,	
	 b)	 opcionalmente,	 purificar	 las	 nanopartículas	 obtenidas	 en	
la	etapa	a).	




oxidante	 seleccionado	 de	 entre,	 ácido	 nítrico,	 ácido	 crómico,	
dicromatos,	permanganatos	y	percloratos.	
6.	Procedimiento,	según	cualquiera	de	las	reivindicaciones	3	a	5,	
donde	se	 lleva	a	cabo	 la	etapa	b)	de	purificación	de	 las	nanopartículas	
obtenidas	en	la	estaba	a).	









9.	 Uso	 de	 las	 nanopartículas	 según	 cualquiera	 de	 las	
reivindicaciones	1	ó	2	para	la	elaboración	de	una	agente	diagnóstico.	
10.	 Uso	 de	 las	 nanopartículas	 según	 cualquiera	 de	 las	
reivindicaciones	 1ó	 2	 para	 la	 elaboración	 de	 una	 composición	
farmacéutica.	
11.	 Composición	 farmacéutica	 que	 comprende	 las	
nanopartículas	según	cualquiera	de	las	reivindicaciones	1	ó	2.	
12.	 Uso	 de	 las	 nanopartículas	 según	 cualquiera	 de	 las	
reivindicaciones	1	ó	2	como	reactivo	en	 técnicas	de	concentración	y/o	
separación	de	muestras	químicas	y/o	biológicas.	

































A	 continuación	 se	 relacionan	 los	 documentos	 pertenecientes	 al	


































2.	 Declaración	 motivada	 según	 los	 artículos	 29.6	 y	 29.7	 del	
Reglamento	 de	 ejecución	 de	 la	 Ley	 11/1986,	 de	 20	 de	 marzo,	 de	
Patentes	 sobre	 la	 novedad	 y	 la	 actividad	 inventiva;	 citas	 y	
explicaciones	en	apoyo	de	esta	declaración	
	
La	 invención	 se	 refiere	 a	 nanopartículas	 de	 óxido	 de	 hierro	
seleccionado	 entre	 magnetita,	 maghemita,	 hematita	 o	 cualquiera	 de	 sus	
combinaciones,	 cuya	 superficie	 está	modificada	 directamente	 con	 grupos	
hidroxilo,	sin	espaciadores,	y	caracterizadas	por	un	potencial	zeta	mayor	de	
20mV	en	suspensión	acuosa	a	un	pH	de	8	a	6.	
El	 documento	 D01	 divulga	 nanopartículas	magnéticas	 de	 óxido	 de	
hierro	cuya	superficie	está	modificada	por	grupos	amino	e	hidroxilo,	o	por	
grupos	amino,	hidroxilo	y	carboxilo.	
El	 documento	 D02	 divulga	 la	 preparación	 de	 nanopartículas	
superparamagnéticas	 de	 magnetita	 (Fe3O4)	 conjugadas	 con	 ovoalbúmina	
mediante	 una	 reacción	 mediada	 por	 N,N’-carbonildiimidazol.	 La	 figura	 1	
muestra	 un	 esquema	 del	 procedimiento	 de	 preparación,	 en	 el	 que	 se	
representan	 las	 nanopartículas	 con	 grupos	 hidroxilo	 en	 su	 superficie.	 Las	
nanopartículas	obtenidas	son	útiles	como	vehículo	portador	de	vacunas.	
El	 documento	 D03	 divulga	 la	 preparación	 de	 nanopartícula	
superparamagnéticas	de	CoFe2O4	funcionalizadas	en	su	superficie	con	una	









potencial	 zeta	 mayor	 de	 20mV	 en	 suspensión	 acuosa	 a	 un	 pH	 de	 8	 a	 6.	
Según	 se	 desprende	 de	 la	 descripción,	 estos	 valores	 de	 potencial	 zeta	
conseguidos	 tras	 el	 tratamiento	 post-síntesis	 de	 las	 nanopartículas,	 son	
indicativos	de	la	adecuada	calidad	del	recubrimiento.	
Por	 ello,	 se	 considera	 que	 la	 invención	 tal	 como	 se	 define	 en	 las	
reivindicaciones	1-14	de	 la	solicitud	es	nueva	e	 implica	actividad	 inventiva	
(Artículos	6.1	y	8.1	L.P.).	
	
	
	
	
	
	
	
